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Resumo

Desenvolvimento de métodos para a determinacéo da atividade antivirica em

diferentes suportes

Recentemente, varios grupos de investigacdo tém vindo a desenvolver estratégias de
funcionalizacdo de superficies solidas para que estas exibam caracteristicas
antiviricas, para além das antimicrobianas, face a capacidade dos virus se aderirem as
mesmas. Contudo, a principal dificuldade esta relacionada com a limitacdo dos
meétodos existentes para determinar a sua eficacia, ou seja, a sua atividade antivirica.
O objetivo fundamental do presente projeto consistiu no desenvolvimento de um
método para determinar a atividade antivirica de substratos sélidos e foi proposto pelo
Centro de Nanotecnologia e Materiais Técnicos, Funcionais e Inteligentes (CeNTI).
Numa primeira fase, funcionalizou-se um substrato sélido rigido (aglomerado revestido
com papéis melaminicos) com diferentes concentracdes de agentes antiviricos
comerciais, nomeadamente um zedlito de prata X (agente X), um composto organico Y
(agente Y), e um substrato flexivel (tecido de algoddo) com uma proteina Z de origem
natural (agente Z). Apos a funcionalizagao, as superficies solidas foram caracterizadas
fisica e quimicamente através das técnicas qualitativas de Espetroscopia de
Infravermelho com Transformadas de Fourier com Refletancia Total Atenuada (FTIR-
ATR), Espetroscopia de Fotoelectrbes de Raios- X (XPS) e Microscopia Eletronica de
Varrimento com Espetrometria de Dispers@o de Energia (SEM- EDS). Os resultados
indicaram a presenca dos agentes X e Y nos laminados, porém ndo foi possivel
detetar a presenca da proteina Z no tecido téxtil. Numa fase posterior, desenvolveu-se
um meétodo para a determinacao da atividade antivirica dos agentes na sua forma livre
e adsorvidos aos substratos solidos, utilizando para o efeito o bacteri6fago MS2 de
Enterobacteria (MS2). Os resultados demonstraram que, na sua forma livre, os
agentes possuem uma atividade antivirica ligeira, a partir das 6 h de ensaio. Verificou-
se igualmente que o agente Y foi 0 que demonstrou a maior atividade contra o fago
MS2 ao final de 24 h. Nos ensaios com os substratos sdlidos, os laminados com os
agentes X e Y e o tecido téxtil com o agente Z revelaram ndo ter qualquer atividade
antivirica contra o bacterié6fago MS2. Porém, nos ensaios observaram-se desvios
elevados, pelo que os resultados foram pouco conclusivos e requerem confirmagao
com mais ensaios laboratoriais. Conclui-se que o método desenvolvido neste trabalho,
apesar de preliminar e de necessitar de alguns ajustes, pode ser importante para o

desenvolvimento futuro de superficies soélidas antiviricas.
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Abstract

Development of methods to determine the antiviral activity in several substrates

Recently, several research groups have developed strategies for the functionalization
of surfaces so that they can exhibit antiviral characteristics, in addition to the
antimicrobial ones. However, the main difficulty associated with the development of
these surfaces is related to the limitation of existing methods to determine their antiviral
activity. This project aimed to develop a method to determine the antiviral activity of
functionalized solid substrates and was proposed by the Center for Nanotechnology
and Smart Materials (CeNTI). Initially, a rigid substrate (agglomerate coated with
melamine paper) was functionalized with different concentrations of commercial
antiviral agents, particularly a silver zeolite X (agent X) and an organic compound Y
(agent Y), and a flexible substrate (cotton fabric) with a protein Z of natural origin
(agent Z). After functionalization, the solid surfaces were characterized physically and
chemically through qualitative techniques that included Fourier Transform Infrared
Spectroscopy with Attenuated Total Reflectance (FTIR- ATR), X-ray Photoelectron
Spectroscopy (XPS) and Scanning Electron Microscopy with Energy Dispersion
Spectrometry (SEM-EDS). The results indicated the presence of agent X and Y in the
laminates, but it was not possible to detect the presence of the protein in the textile. A
method was later developed to determine the activity of the antiviral agents in their free
form, as well as adsorbed to the solid substrates, using for this purpose the
Enterobacteria phage MS2 (MS2). The results showed that the agents, in their free
form, have a slight antiviral activity after 6 h. It was also found that agent Z showed the
greatest activity against phage MS2 after 24 h. In the tests with solid substrates,
laminates with agents X and Y and textile with agent Z revealed no antiviral activity
against the bacteriophage MS2. However, in these assays, high deviations were
observed, indicating that the results were not conclusive and require confirmation with
more laboratory tests. In conclusion, the method developed in this project, although
preliminary and requiring some adjustments, may be important for the future

development of antiviral solid surfaces.
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Listade variaveis

UFP,

CML

Pet

Atividade antivirica especifica da amostra funcionalizada

Numero médio de particulas virais ativas (UFP) imediatamente apés a
inoculagao, na amostra controlo

Numero médio de particulas virais ativas (UFP) apds 18 h de incubacéo, na
amostra controlo

Numero médio de particulas virais ativas (UFP) ap6s 18 h de incubacéo, na
amostra funcionalizada

Atividade antivirica especifica apds 18 h de incubac¢do da amostra controlo
Concentracao de bacteriéfago

Numero de UFP contadas na placa

Fator de diluicao

Volume de fago plaqueado

Massa do agente Z na solugéo

Concentracdo inicial do agente Z na solucéo

Volume total da solucéo

Numero de moles (total) fixo em cada solugéo

Massa molar do agente Z

Fracao arbitrada do agente Z na solugao

Numero de moles do agente Z presente na solucéo

Concentracdo do agente Z nas solugdes, a excec¢édo da solucéo 1
Volume do agente Z adicionado em cada solugéo

Concentragéo do agente Z na solugdo méae

Numero de moles de - ciclodextrina presente na solucéo

Peso por area do téxtil controlo

Média do peso final do tecido de algodao controlo

Area do tecido de algod&o controlo

Peso por area do téxtil funcionalizado

Média do peso final do tecido de algoddo funcionalizado

Area do tecido de algod&o funcionalizado

Concentragéo do agente Z na solugdo em que foi mergulhado o tecido de
algodéo

Média do peso final do tecido de algodao funcionalizado com o agente Z
Massa de agente presente na solugéo
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Gramagem da resina

Area do laminado utilizada no ensaio

Numero de moles de agente presente na solucéo
Massa molar de agente

Concentragcao de agente presente na solugéao
Volume total do meio onde decorre 0 ensaio

Volume de agente a adicionar a cada solugéao
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1.Enquadramento

1.1 Contexto e motivacao

O tema deste trabalho de dissertacdo foi proposto pelo CeNTI, uma empresa
situada em FamalicAo e que iniciou o seu percurso em 2008. Este centro de
investigagéo tem como principal objetivo o desenvolvimento de materiais e processos
inovadores, que vao desde as fibras com véarios componentes, aos materiais e
dispositivos inteligentes, aos sistemas incorporados e aos revestimentos
multifuncionais [1].

Para este projeto destacam-se os materiais funcionais, que sé&o aqueles que
servem para executar uma ou varias funcdes, ou seja, que apresentam uma ou Varias
caracteristicas com aplicacdes tecnologicas importantes, sobretudo, no dia-a-dia das
pessoas. Alguns exemplos sdo o desenvolvimento de téxteis funcionais e a
modificacdo fisica e quimica de superficies, através da manipulagéo das propriedades
dos materiais (Soutinho 2006).

Em relacdo aos materiais funcionais que atuam contra patogénicos, sejam eles
bactérias, fungos ou virus, causadores de véarias doencas, podem-se destacar os
antibacterianos, uma vez que Sao 0s que se encontram mais desenvolvidos. Estes
organismos crescem em diversos tipos de superficies essencialmente devido a sua
capacidade de retencdo de humidade (Lim e Hudson 2004). Desta forma, varios
materiais tém vindo a ser modificados pela introducdo de grupos funcionais
antibacterianos de modo a que possam inibir a ades&o bacteriana e/ou exibam
atividade antibacteriana (Kandelbauer e Widsten 2009).

No entanto, os virus representam um problema crescente de saude pubica,
uma vez que, apesar de ndo se poderem reproduzir fora das células hospedeiras,
podem ser transmitidos através de varios tipos de superficies e podem sobreviver
nelas durante algumas horas (Rossi, Devienne e Raddi 2008) (Bean , et al. 1982).
Neste sentido, com o intuito de diminuir 0 contagio de doengas infecciosas causadas
pela adesdo das particulas virais aos varios tipos de superficies, diversos grupos de
investigacéo tém vindo a desenvolver substratos funcionais com recurso a agentes
gue tenham caracteristicas antimicrobianas e antiviricas. No presente projeto serdo
apenas abordadas as superficies solidas, flexiveis e ndo flexiveis, uma vez que
atualmente sdo as unicas do interesse do CeNTI.
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1.2 Objetivos da tese

O objetivo global deste trabalho consistiu no desenvolvimento de substratos
solidos funcionalizados com capacidade antivirica. O mesmo encontrou-se organizado
em quatro etapas que cobriram os seguintes objetivos especificos: funcionalizacdo de
substratos sélidos rigidos e flexiveis com concentracdes diferentes de trés agentes
antiviricos; caracterizagdo fisico-quimica das superficies solidas funcionalizadas;
desenvolvimento de um método para a determinagcédo das atividades antiviricas dos
agentes na sua forma livre e dos substratos sdélidos com recurso a um bacteriéfago;
célculo das atividades antiviricas dos agentes presentes em meio liquido e das

superficies solidas funcionalizadas e comparacao das mesmas entre si.

1.3 Organizacado da tese

A tese estd organizada em seis capitulos onde se descreve o trabalho realizado.
A motivacdo e os objetivos da tese séo introduzidos no presente capitulo.

No capitulo 2 apresenta-se uma introdu¢cdo ao trabalho, no qual séo abordadas
as principais aplicagfes dos substratos soélidos com propriedades antiviricas, algumas
técnicas habituais de funcionalizacdo e caracterizacdo dos materiais solidos, fazendo
também uma referéncia a agentes antimicrobianos e antiviricos bastante usados nesta
area. Sao também abordados alguns métodos para a determinacdo da atividade
antivirica de agentes presentes em meio liquido e de substratos sodlidos
funcionalizados.

No capitulo 3 sdo apresentados o0s materiais e procedimentos laboratoriais
utilizados na funcionalizacdo das superficies rigidas e flexiveis, na caracterizagdo
fisico- quimica das mesmas e na determinacao da atividade antivirica dos agentes na
sua forma livre e dos substratos solidos funcionalizados.

No capitulo 4 sdo demonstrados os resultados obtidos da funcionalizagdo e
caracterizacdo dos substratos sodlidos e da determinagdo da atividade antivirica dos
mesmos e dos agentes na sua forma livre. A discusséo dos resultados também se
encontra neste capitulo.

No capitulo 5 sdo apresentadas as consideracfes finais do trabalho e no
capitulo 6 sédo descritas algumas recomendacdes para trabalhos futuros.
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2.Estado dearte

2.1 Aplicagcdes dos substratos sdlidos antimicrobianos e
antiviricos

Os substratos solidos com propriedades antimicrobianas e antiviricas possuem
varias aplicacdes importantes para o dia-a-dia do homem, que séo discutidas neste

subcapitulo.

2.1.1 Aplicacbes dos substratos sélidos flexiveis com propriedades
antimicrobiana e antivirica

Como ja foi referido anteriormente, os virus podem ser transmitidos através de
varios tipos de superficies, nomeadamente substratos sélidos flexiveis. Um exemplo é
o Virus Herpes Simplex tipo 1 (HSV-1), responséavel pelo herpes labial, que se adere
fortemente as fibras téxteis, tal como refere um estudo feito pelo Hohenstein Institute
na Alemanha [2]. Os resultados destes investigadores demonstraram que 0 virus
estava presente nas amostras téxteis apés 48 h do inicio da experiéncia, a
temperatura ambiente, e que o seu DNA poderia ser encontrado nas amostras depois
destas serem lavadas numa maquina de lavar doméstica convencional a 40° C [2].

Existe portanto uma necessidade de desenvolver superficies solidas flexiveis
funcionalizadas que exibam caracteristicas antiviricas, em adicdo as propriedades
antimicrobianas, de modo a diminuir a transmiss&o de doencas infecciosas, para além
do contagio através do ar contaminado e do contacto direto entre as pessoas.

As superficies solidas flexiveis em que se tem estudado mais frequentemente a
funcionalizagdo séo as fibras téxteis, uma vez que tém aplicacbes importantes no
vestuario usado em locais de cuidados de saude (batas, roupa de cama, entre outros).
Nestes ambientes existe uma circulacdo ativa de pessoas e surge constantemente um
elevado niumero de patogénicos, sejam eles bactérias, fungos ou virus. Além disso,
estes locais sé@o a principal fonte e origem destes contaminantes e muitos deles séo
persistentes, 0 que leva a necessidade de desenvolvimento de novas estratégias para
combater a transmissao e a resisténcia dos mesmos (Bozja, et al. 2003).

Outra aplicacdo possivel das fibras téxteis com atividade antivirica € na roupa
de lazer, uma vez que no dia-a-dia e em diversos locais existe 0 contacto entre

pessoas, que pode levar a transmisséo de virus através das roupas. Adicionalmente,
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estas fibras funcionais podem ser Uteis na producado de pensos curativos, por exemplo
para o tratamento de queimaduras.

No entanto, esta funcionalizacdo de substratos solidos flexiveis com atividade
antivirica, sobretudo de téxteis, esta ainda pouco desenvolvida, contrariamente aos
téxteis antimicrobianos, tal como se referiu anteriormente. E de notar que alguns
destes téxteis funcionais j& demonstraram protecdo contra alergias, doengas
infecciosas causadas por bactérias, odor, coloracédo e deterioracdo (Shin, Yoo e Jang
2001).

2.1.2 Aplicacdes dos substratos solidos rigidos com propriedades
antimicrobiana e antivirica

Os substratos sélidos ndo flexiveis também podem ser um meio para a
propagacdo de virus, tal como é mencionado no estudo realizado pelo Hohenstein
Institute, onde se verificou que o virus HSV-1 aderia facilimente a superficies duras e
permanecia nelas apds 8 semanas [2]. Assim, torna-se igualmente essencial
desenvolver superficies sélidas rigidas que atuem contra microrganismos patogénicos
e virus.

Uma das principais aplicacdes das superficies duras é também na éarea
biomédica, uma vez que, tal como foi referido no subcapitulo anterior, os locais de
cuidados de salde sé&o propicios a transmisséo de virus e a proliferacdo de bactérias
e onde os niveis de esterilidade requeridos para os materiais sdo bastante elevados.

Outras aplica¢gdes destes materiais antiviricos incluem o seu uso em cozinhas
ou na industria alimentar. As varias superficies de trabalho (ou n&o) destes locais
possuem padrdes de higiene bastante rigorosos e por vezes as praticas habituais de
limpeza, usando detergentes e desinfetantes, ndo sdo suficientes para eliminar de
uma forma adequada os contaminantes, tais como bactérias do género Salmonella e
Escherichia coli (E. coli), e virus como o norovirus. Além disso, os virus causadores de
doencas infecciosas do trato gastrointestinal podem ser facilmente transmitidos das
instalacdes sanitarias para ambientes de cozinha ou restantes locais dos centros de
cuidados de saude, através de artigos de limpeza e das maos das pessoas
(Kandelbauer e Widsten 2009).

Deste modo, varios materiais podem ser funcionalizados para possuirem
propriedades contra determinados microrganismos patogénicos e virus, de forma a
controlar melhor a transmissdo e propagacédo dos mesmos. Alguns exemplos de

potenciais aplicacbes de materiais funcionalizados, por exemplo ceramicos, madeira,
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cortica, entre outros, incluem varios utensilios de cozinha, como tabuas, colheres e
recipientes; artigos de decoragdo, como armarios, mesas e cadeiras; pisos e

revestimentos; louca sanitaria, entre outros.

2.2 Técnicas de funcionalizacdo dos substratos soélidos e agentes
antiviricos

Existem varias técnicas que permitem a incorporacdo de agentes com
capacidade antivirica nos substratos solidos, porém a sua escolha encontra-se
dependente do tipo de produto final pretendido, tal como a selecdo dos proprios

agentes.

2.2.1 Técnicas de funcionalizacdo dos substratos sélidos

2.2.1.1 Métodos quimicos

Nos meétodos quimicos destacam-se os que possibilitam a formacédo de
ligagdes covalentes entre o composto antivirico e a superficie solida, com recurso ou
ndo a agentes de ligacdo cruzada (crosslinking). As ligacGes estabelecidas por estes
métodos sdo fortes, estaveis e duradouras. Existem também processos que recorrem
a um agente crosslinking presente numa resina, i.e. ao impregnar-se o substrato sdlido
nesta Ultima, formar-se-a uma ligacdo cruzada entre o composto com atividade
antiviica e o0 agente ligante e entre este e as moléculas da superficie solida,
produzindo-se no final uma rede polimérica. Apesar deste tipo de ligacdes resistir a
possiveis processos de abrasdo, deformidade e fraturas, estas ndo sao tdo fortes
guanto as covalentes (Vieira 2006). Nos métodos quimicos para a funcionalizacao de
téxteis, pode-se ainda incluir moléculas adicionais, que permitam a libertacéo
controlada e duradoura do agente antivirico, como por exemplo ciclodextrinas. O
agente antivirico é encapsulado por estas moléculas, que por sua vez se ligam a um
agente crosslinking que esta ligado ao substrato téxtil. As ciclodextrinas séo hidratos
de carbono ciclicos de origem natural que tém vindo a ser cada vez mais usadas neste
tipo de estratégias, sobretudo na industria téxtil, por possuirem uma estrutura
tridimensional com uma cavidade hidrofébica e um exterior hidrofilico. E esta diferenca
de polaridades que permite a formacédo de complexos de inclusédo solluveis em agua

com uma grande variedade de moléculas, alterando assim as propriedades fisico-
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guimicas dos agentes encapsulados, devido a formagdo de complexos de inclusdo
(Andreaus, et al. 2010).

2.2.1.2 Meétodos fisicos

Nos métodos fisicos pode-se realcar a tecnologia de plasma, mais direcionada
para a producdo de superficies funcionais biomédicas; e a adsorcéo fisica, usada
sobretudo para produtos com tempo de vida util reduzido, tais como pensos curativos.
No primeiro exemplo ocorre uma interagao entre a superficie a analisar e o plasma,
alterando-se a energia da primeira e tornando-a mais hidrofilica, ou seja cria-se um
filme fino funcional na superficie. Por sua vez, na adsorc¢ao fisica ocorre uma atracéo
entre o substrato sdlido (adsorvente) e as particulas liquidas ou gasosas constituidas
pelo agente antivirico (adsorvato), ficando estas Ultimas retidas devido a interagfes
moleculares, como por exemplo por forcas de Van der Waals. Contudo, os métodos
fisicos apresentam algumas limitacbes, como o facto de estas interacfes serem
fracas, temporarias e reversiveis, tornando portanto o processo ineficaz apds algum
tempo (Chu, et al. 2002).

2.2.2 Agentes antibacterianos e antiviricos

Em relacdo aos agentes com capacidade antimicrobiana e antivirica podem

destacar-se alguns como os metais, 0s 6leos essenciais e a lactoferrina.

2.2.2.1 Metais

Os metais como a prata, o cobre e 0 zinco sdo os mais utilizados no
desenvolvimento de substratos soélidos antimicrobianos, mas também no estudo das
suas capacidades contra alguns virus, como o HIN1, o HSV-1 e o Virus da
Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1). No geral, como se tratam de agentes
bacteriostaticos e/ou bactericidas, eles atuam contra a bactéria hospedeira do virus,
destruindo em simultaneo os dois, uma vez que os virus ndo se replicam sem as
células. Contudo, alguns estudos relatam a hipotese de alguns agentes metdlicos
atuarem apenas contra o virus, impedindo a adsorcéo a superficie da célula, atraveés,
por exemplo, da sua ligacdo a glicoproteinas do envelope de virus que o0 possuem,

como se pode observar pela figura 2.1 (Galdiero, et al. 2011).
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Fgura 2.1- Esquema ilustrativo da possivel agdo antivirica de nanoparticulas metélicas (retirado de
(Galdiero, etal. 2011))

A utilizacdo da prata como agente antimicrobiano é bastante comum,
remontando a mais de um século na medicina. A prata atua contra varios
microrganismos, nomeadamente bactérias resistentes como a E. coli, Bacillus subtilis
e Staphylococcus aureus. Recentemente, tem sido bastante usada a tecnologia de
nanoparticulas de prata com o mesmo objetivo. Estas nanoparticulas podem ser
produzidas usando diversos métodos que se encontram descritos na literatura. Os
mecanismos que estdo por detrds da atividade destas pequenas particulas contra as
bactérias tém sido bastante estudados, embora este conhecimento esteja ainda pouco
consolidado, existindo mesmo varias explicacdes para essa atividade. Uma explicacéo
assenta no facto do ido Ag” interagir com o fésforo presente no DNA e poder impedir a
sua duplicacdo. Outra hipétese refere que este catido pode reagir com o enxofre
existente em varias proteinas essenciais e assim inativar as fungdes enzimaticas
associadas, ou entdo com o enxofre das proteinas da membrana da célula,
conduzindo a uma maior permeabilidade da mesma e levando portanto a morte da
bactéria (Ravishankar e Jamuna 2011).

Vérios estudos in vitro sobre a potencial capacidade antivirica da prata ou
particulas de prata tém sido reportados. Um estudo refere que as nanoparticulas de
prata podem atuar contra o virus HIV-1, impedindo a infecédo por ligacdo do metal com
a subunidade gpl120 da glicoproteina do envelope do virus, que neste caso ja nao
efetua a ligacdo do mesmo a superficie do hospedeiro ( Elechiguerra, et al. 2005; Lara,

et al. 2010). Outra explicagcdo muito comum para a atividade dos metais, pode ser a
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troca de ides entre o agente antivirico e a capside do virus, levando a danificacao
desta Ultima e consequentemente a diminuicdo da capacidade de infecdo pelo virus
das células (Matsuura, et al. 1997). Um outro mecanismo de acdo podera ser a
interacao direta da prata com o material genético do virus (Lu, et al. 2008).
Relativamente & atividade antivirica de nanoparticulas de prata presentes em
substratos sélidos, os estudos existentes sdo mais escassos podendo contudo
destacar-se um realizado pela empresa BioCote no Reino Unido. Neste estudo, uma
tecnologia de ides de prata foi incorporada em alguns materiais para verificar se
ocorria uma reducdo do numero de infe¢cdes causadas pelo virus HIN1 nessas
mesmas superficies. Os resultados obtidos demonstraram que os materiais tratados
com essa tecnologia apresentavam uma quantidade final de virus muito inferior a

observada nos materiais nao tratados (Figura 2.2) [3].

1,00E+06
1.00E+05
1.00E404
1.00E+03
1.00E+02
1.00E+01
1.00E+00

BioCote"treated PC  PC control BioCote’-treated Laminate control BloCote -treated  ABS control Control virus
laminate

Reduction of virus Log 10

¥ Initial Amount of Virus M Final Amount of Virus

Fgura 2.2- Reducao de particulas virais nos materiais tratados e nédo tratados (PC: policarbonato,
laminate: placa de madeira laminada e ABS: acrilonitrila-butadieno-estireno) e na amostra de virus nao
exposta a nenhum material (retirado de [3])

Por sua vez, o cobre também tem sido bastante estudado nos dltimos anos,
revelando resultados muito promissores no que respeita as suas propriedades
antimicrobianas, sobretudo contra bactérias causadoras de infe¢Bes hospitalares. Este
metal também tem apresentado alguns resultados interessantes no que respeita as
suas potenciais propriedades antiviricas. O cobre apresenta varias vantagens quando
comparado com a prata, nomeadamente € mais barato, promove melhores misturas e
permite a produgdo de superficies funcionalizadas estaveis, quer por métodos fisicos,
guer por métodos quimicos. No entanto, alguns ensaios experimentais demonstraram
gue este metal apresenta uma eficiéncia bactericida superior se combinado com a
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prata, ou seja ha uma sinergia entre os dois metais. O mecanismo exato que explica o
efeito inibitério do 6xido de cobre ndo é claro, mas no geral podera ter a ver com a
interrupcdo dos processos bioquimicos nas células bacterianas ou com os danos
causados na membrana celular (Ravishankar e Jamuna 2011; Borkow e Gabbay
2005).

Relativamente & sua capacidade antivirica, existem estudos que demonstram
gque o cobre possui atividade contra alguns virus. Um deles foi realizado por
Yamamoto e 0s seus colegas (1964), no qual os autores demonstraram que o cobre
inativava alguns bacteriéfagos. Outro estudo realizado por Jordan e Nassar (1971)
mostrou que o mesmo metal inativava também o Virus da Bronquite Infecciosa. A sua
forma de atuar contra as particulas virais € semelhante a da prata (Borkow e Gabbay
2005).

N&o existe qualquer informacéo na literatura sobre o uso de cobre como agente
antivirico em substratos sélidos.

Outro metal muito utilizado neste tipo de aplicacdes € o zinco, sob a forma de
nanoparticula. Esta € muito toxica para as bactérias e apresenta um efeito minimo
para as células humanas. Nesse sentido, tem sido recomendada a sua aplicacédo em
indUstrias agroalimentares, uma vez que pode provocar a lise total de bactérias
patogénicas presentes nestes meios ou inibir 0 seu crescimento, sem representar um
risco para humanos. Relativamente ao seu modo de atuag&o, tal como no caso dos
metais anteriormente descritos, 0 mesmo ndo € claro, contudo pensa-se que podera
estar relacionado com a formagdo de perdxido de hidrogénio que impede o
crescimento das células, ou com a libertacdo de catides Zn** que pode danificar a
membrana celular da bactéria e interagir com o seu conteudo interno. No que respeita
a sua potencial acdo antivirica, sugere-se que o0 modo de atuacdo € analogo ao
verificado para os outros metais anteriormente descritos (Ravishankar e Jamuna
2011).

Tal como no caso do cobre, também para o zinco ndo existe qualquer

informacgao na literatura sobre 0 seu uso como agente antivirico em substratos solidos.

Apesar do potencial e das vantagens destes agentes inorganicos para 0
desenvolvimento de substratos sélidos funcionais (Tabela 2.1) é importante realcar
gue estes apresentam também alguns inconvenientes, nomeadamente encontram-se

proibidos em alguns paises e sobretudo na area téxtil.
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Tabela 2.1-Vantagens e desvantagens do uso de metais como agentes antiviricos

Vantagens

Desvantagens

- Eficiéncias antimicrobiana e antivirica
muito elevadas;

- Uso de uma quantidade inferior de
agente devido a sua elevada eficacia no
combate aos patogénicos;

- Resisténcia consideravel a detergentes,
nao sendo eliminado dos substratos nas
lavagens sucessivas;

- Maior conhecimento cientifico;

- Preco reduzido.

- Reducéo do metal, levando ao
amarelecimento dos substratos,
sobretudo fibras téxteis;

- Pode levar a um aumento da
concentracdo de metais nos esgotos que
depois de libertados nos cursos de agua
poderao afetar negativamente varios
organismos presentes no ambiente;

- Menor conhecimento sobre o efeito

prolongado das nanoparticulas metélicas

na saude humana.

2.2.2.2 Oleos essenciais

Os oOleos essenciais sdo uma mistura liquida hidrofébica, na maior parte das
vezes complexa, de substancias volateis produzidas por plantas aromaticas,
normalmente extraidos pelo processo de destilagcdo. Tém sido usados na medicina em
épocas distintas da histéria, mas durante séculos foram utilizados como agentes
antimicrobianos. Estes agentes, produzidos como metabolitos secundarios, funcionam
por vezes como “sistema imunoldgico” da planta que os produz, permitindo combater
alguns patogénicos, tais como bactérias e fungos (Ungureanu e Ferdes 2012). A
atividade dos 6leos essenciais contra as células microbianas podera estar relacionada
com o aumento da fluidez e da permeabilidade da membrana celular, com a inibicao
da respiracdo da célula e com a modificacdo dos processos de transporte de ides.
Contudo, esta agdo depende dos principais constituintes do Oleo essencial, da sua
concentracéo e do tipo de bactéria ( Reichling, et al. 2009).

Também os virus, sobretudo com envelope, sdo muito sensiveis a
determinados 6leos essenciais e a agdo antivirica destes podera estar relacionada
com o facto de interferirem no envelope dos virus, ou modificarem constituintes
fundamentais que permitem a adsorcdo dos mesmos na superficie da célula. Porém,
estes agentes ndo atuam depois dos virides terem penetrado no hospedeiro (
Reichling, et al. 2009).

Atualmente, com o aumento da resisténcia das bactérias aos desinfetantes,

antibiéticos, esterilizantes, entre outros, estdo a ser desenvolvidos novos produtos
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alternativos contendo 6leos essenciais antibacterianos por exemplo para materiais de
embalagem, mas também para potencial agdo antivirica.

De forma similar ao que se observa para os metais, também os Oleos
essenciais apresentam vantagens e desvantagens ao serem utilizados como agentes

antiviricos (Tabela 2.2).

Tabela 2.2- Vantagens e inconvenientes do uso de 6leos essenciais como agentes antiviricos

Vantagens Desvantagens
- Alguns sdo de origem 100% natural; - Baixa exploracao cientifica sobre as
- A maioria ndo é prejudicial para o suas atividades antimicrobiana e
meio ambiente nem para o Homem. antivirica;

- Baixa aplicagdo na funcionalizacéo
de substratos sdlidos;

- Custos elevados.

2.2.2.3 Lactoferrina

A lactoferrina € também um exemplo de um possivel agente com atividade
biolégica de origem natural. Trata-se de uma glicoproteina presente no leite, embora
exista também noutros fluidos, que efetua o transporte do ferro. Possui cerca de 700
aminoacidos (dependendo da origem), um peso molecular de 80 kDa e o seu ponto

isoelétrico € cerca de 8,7 ( Adlerova, Bartoskova e Faldyna 2008; Levay e Viljoen
1995). Na figura 2.3 estd ilustrada a sua estrutura 3D.

Fgura 2.3- Estrutura molecular da lactoferrina de origem bovina (retirado de [4])
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A lactoferrina parece ter inimeras fungdes biolégicas importantes tais como a
acao contra alguns virus, bactérias e fungos, e ainda a atividade anti-inflamatoria e
antioxidante ( Adlerova, Bartoskova e Faldyna 2008).

A capacidade antibacteriana podera estar relacionada com a ligacdo da
lactoferrina ao ferro, impedindo as bactérias ferro-dependentes, como a E. coli, de o
adquirir e portanto provocando a sua morte celular dado que o ferro é um elemento
fundamental para o seu metabolismo. Outra possivel explicacdo poderé ser a ligacéo
da proteina & membrana citoplasmaética, induzindo a libertagédo de lipopolissacarideos
e provocando a morte por osmose em bactérias Gram-negativas ( Adlerova,
Bartoskova e Faldyna 2008).

Por sua vez, a atividade da lactoferrina contra alguns virus podera estar
relacionada com a ligacdo da proteina aos acidos nucleicos dos virus, ou com a
inibicdo da entrada das particulas virais nas células, quer através da sua ligacdo aos
recetores existentes na membrana celular ou através da sua ligacdo direta as
particulas virais. Outra explicacdo possivel e que tem sido atualmente estudada é a
sua acao antiviral posterior a infecdo pelo virus ( Adlerova, Bartoskova e Faldyna
2008; Florian, et al. 2009). A figura 2.4 ilustra alguns destes potenciais mecanismos de

acao antiviral da proteina.
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Figura 2.4- Representacéo de diferentes modos de acéo antivirica da lactoferrina: prevencao da infecao
viral por ligacdo direta as particulas virais (A) ou por competicdo com o virus para os recetores/co-
recetores comuns na superficie das células alvo (B e C) e uma atividade intracelular da lactoferrina (D)
(retirado de (Florian, et al. 2009))

Tal como qualquer potencial agente antivirico, também a lactoferrina apresenta

vantagens e desvantagens (Tabela 2.3).
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Tabela 2.3- Vantagens e desvantagens da utilizacdo da lactoferrina como agente antivirico

Vantagens Desvantagens

- N&o é prejudicial para saide humana - Algumas lacunas no conhecimento
nem para 0s ecossistemas; cientifico sobre os mecanismos
- Origem 100% natural. envolvidos na sua atividade
antimicrobiana e antivirica;
- Custos elevados na funcionalizacdo

de superficies solidas com lactoferrina.

2.3 Técnicas de caracterizacdo dos substratos solidos
funcionalizados

A caracterizagdo de qualquer substrato, em particular dos substratos sdlidos,
€ extremamente importante para aferir a sua correta funcionalizagdo, mas também
para conhecer a sua composi¢cdo quimica e perceber as suas propriedades fisicas.
Isto €, os materiais apresentam caracteristicas fisico-quimicas diferentes entre si e
como tal, respondem de forma distinta a incorporacdo dos agentes antiviricos ou
gualquer outra molécula ou agente que se pretenda usar na funcionalizacdo. Estas
alteracdes precisam de ser confirmadas por recurso a varias técnicas de
caracterizacdo de superficies solidas funcionalizadas em compara¢cdo com amostras
controlo.

As técnicas mais utilizadas na caracterizacao de materiais funcionalizados (ou
ndo) sdo FTIR- ATR, Andlise Termogravimétrica (TGA), SEM- EDS, XPS e
Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC).

2.3.1 Espetroscopiade Infravermelho com Transformadas de Fourier
com Refletancia Total Atenuada

A técnica de FTIR permite a identificacdo de compostos presentes em Varios
tipos de compostos através da interpretacdo do espetro de absorcéo infravermelha.
Ou seja, os valores obtidos da absorcdo de energia da radiacéo infravermelha por
parte dos compostos sdo comparados com os valores especificos (de referéncia) de
cada substancia ou mesmo molécula, uma vez que a radiacdo absorvida por cada
uma corresponde a médulos de vibracdo que sao proprios de cada substancia ou
molécula (Lopes 2009). No entanto, dos varios modos que existem para a obtenc&o

dos espetros de absorc¢ao infravermelha, destaca-se o modo ATR. A partir da técnica
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de caracterizacdo de FTIR- ATR é possivel adquirir-se espetros de amostras que ndo
podem ser diluidas, como é o caso dos substratos solidos utilizados neste projeto,
colocando os mesmos em contacto com um cristal que pode ser de seleneto de zinco

ou de germanio (Monteiro 2011).

2.3.2 Anélise Termogravimétrica

A tecnologia de TGA possibilita a andlise da estabilidade térmica de uma
superficie solida mas também a determinacado da fracdo de compostos volateis que a
mesma possui. Desta forma, mede-se a alteracdo de massa de uma substancia em
funcdo da temperatura, e isso pode ser feito & medida que a substancia € sujeita a um
programa controlado de temperatura ou quando € avaliada em func&o do tempo a uma

temperatura ndo variavel (Lopes 2009).

2.3.3 Microscopia Eletrénica de Varrimento com Espetrometria de

Dispersao de Energia

A técnica de SEM permite a obtencdo de imagens da superficie dos substratos
solidos funcionalizados e a sua caracterizacdo a uma escala micro e nanomeétrica. Isso
€ conseguido através da interacdo do substrato com um feixe fino de eletrbes,
conseguindo-se analisar a topografia da superficie, bem como a sua composi¢céo
guimica, estrutura cristalina, entre outras propriedades relevantes em engenharia dos
materiais, desde que os detetores apropriados estejam disponiveis e 0 microscopio
esteja associado a um espetrometro de Raios-X. Assim, através do EDS, é possivel
estudar a composi¢cdo local das superficies sdlidas utilizando um feixe de eletrbes

como radiacdo priméria (Lopes 2009; Monteiro 2011).

2.3.4 Espetroscopiade Fotoelectrdes de raios- X

A tecnologia de XPS possibilita varias analises, nomeadamente a identificagdo
de moléculas presentes na superficie dos substratos sélidos e o seu estado quimico
através das alteracdes nas energias de ligacdes. Além disso, permite a quantificacao,
concentracdo e andlise do tipo de liga¢ces quimicas dos componentes aos substratos
mas também a distribuicdo eletronica dos atomos que se encontram na superficie do
substrato solido (Cunha 2000).
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2.3.5 Calorimetria Exploratéria Diferencial

A DSC é uma técnica de caracterizacdo que mede as diferencas de fluxo de
calor fornecida a amostra e a um material de referéncia, em funcdo da temperatura e a
medida que ambos séo sujeitos a um programa de temperatura controlada. Deste
modo, pode-se observar os eventos fisicos e quimicos que resultam da variacdo de
energia da amostra em funcéo da raz&o de aquecimento aplicada sobre ela (Lopes
2009).

2.4 Meétodos de determinacdo da atividade antivirica

Nos ultimos tempos, tem-se verificado o desenvolvimento e a melhoria de
técnicas rapidas e fiaveis para a detecédo e quantificacdo de patogénicos que auxiliam
na determinacdo da atividade antimicrobiana e antivirica de diversos agentes. No
entanto, os procedimentos complicam-se quando se pretende determinar essa
atividade em substratos sélidos. Neste subcapitulo destacam-se alguns métodos para
a determinagdo da atividade antivirica de agentes presentes em meio liquido e de
superficies sélidas funcionalizadas com esses agentes, fazendo uma prévia referéncia

ao virus mais utilizado neste tipo de ensaios.

2.4.1 Fago MS2 de Enterobacteria

Na determinacdo da atividade antivirica de substratos solidos funcionalizados,
€ habitual utilizar-se o fago MS2. Este bacteri6fago € um bom modelo dos virus
humanos e muito utilizado em trabalhos de investigagc&o que envolvem a determinagao
da atividade antivirica, devido ao facto de ser semelhante aos virus sem envelope
relevantes a nivel clinico, como o da hepatite A, norovirus e enterovirus. Além disso, o
MS2 ndo é patogénico para os humanos e é relativamente facil de manipular em
trabalhos laboratoriais (Rengasamy, Fisher e Shaffer 2010; Drees, Abbaszadegan e
Maier 2003; Gerhardts, Mucha e Hofer 2012).

O fago MS2 pertence a familia de bacteriofagos Leviviridae e ao género
Levivirus, e possui no seu material genético uma Unica cadeia de RNA linear de
polaridade positiva (RNA+) com 3 569 nucle6tidos. O virido possui, geralmente, um
didmetro de 26 nm e é constituido por uma copia da proteina de maturagdo A e por

180 copias da proteina de revestimento com o numero de triangulagéo T = 3, sendo
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esta proteina importante para a protecdo do RNA. O fago MS2 ainda transporta
informacdo para a codificacdo de quatro proteinas, nomeadamente a proteina de
maturacdo, a proteina de revestimento (Figura 2.5), a replicase e a proteina de lise,
sendo que a traducdo dos genes é regulada pela estrutura secundaria do RNA nos
locais de ligacdo ao ribossoma (Harper 2011; Brennecke 2009; Kuzmanovic, et al.
2003).

Figura 2.5- Proteina de revestimento do fago MS2 (retirado de [5])

No que respeita a sua replicacdo, este bacteriéfago apenas infeta bactérias de
E. coli que possuam pilus, célula F*, pois adsorvem-se a esta estrutura recetora para
introduzir o seu material genético na célula. Contudo, 0 mecanismo preciso de infe¢ao
€ bastante complexo e ainda pouco conhecido. Nas etapas seguintes do ciclo de
replicagéo, a molécula de RNA+ pode servir como mRNA para codificar uma replicase
gue, por sua vez usa a cadeia de RNA+ como molde para formar uma cadeia de
RNA-, que posteriormente € utilizada para produzir mais cadeias de RNA+
(Kuzmanovic, et al. 2003; Brennecke 2009; Ferreira e Sousa 1998). A figura 2.6 ilustra

0 esquema do ciclo de replicagdo do bacteriéfago MS2.
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Fgura 2.6- Ciclo viral do fago MS2 (adaptado de (Prescott, Harley e Klein 1999))

2.4.2 Métodos expeditos para a determinacdo da atividade antivirica de
agentes presentes em meio liquido

Na determinacao da atividade antivirica, 0s métodos em que o agente e 0 virus
se encontram na fase liquida sdo os mais desenvolvidos. A literatura menciona
diversas tecnologias que possibilitam uma andlise rapida da acdo de agentes contra
virus, nomeadamente a sua contagem comparativamente com um controlo (sem o
agente). Destacam-se a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), ensaios
imunoenzimaticos (ELISA), diversos tipos de biossensores e citometria de fluxo.

2421 PCR

A PCR permite a identificacdo e distingdo de organismos patogénicos e nao
patogénicos, com recurso a etapa posterior denominada de eletroforese em gel. E
uma tecnologia que possui diversas variantes, porém apenas a PCR em Tempo Real
permite quantificar os patogénicos. Esta possibilita que a amplificacdo, a detecéo e a
guantificagcdo do material genético dos virus sejam efetuadas numa Unica etapa, sem
necessitar da eletroforese, o que diminui o risco de contaminagao, e permite obter uma
maior reprodutibilidade e resultados mais precisos, uma vez que determina valores

durante a fase exponencial da reacdo. Recorre a um marcador fluorescente, como o
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SYBR®Green ou TagMan®, para efetuar a quantificagdo exata, ou seja, os valores da
fluorescéncia sé@o gravados durante cada ciclo e representam a quantidade de produto
amplificado, em comparagdo com um controlo. E uma técnica bastante usada para
detetar e quantificar diversos virus humanos, como o Virus da Hepatite C (HCV), o
Virus da Hepatite B (HBV), o HIV, entre outros (Oliveira 2010). Alguns destes virus
podem ainda ser sujeitos previamente a PCR Transcriptase Reversa, uma vez que o
seu material genético € composto por RNA.

Além disso, alguns Kits para a identificagdo de virus ja foram desenvolvidos,
como o QuantiTect Virus Kit da empresa QIAGEN que deteta até 4 acidos nucleicos
alvo por PCR Transcriptase Reversa em Tempo Real com recurso a sondas
especificas de sequéncias [6].

A tabela 2.4 sumariza as principais vantagens e desvantagens desta tecnologia
(Oliveira 2010).

Tabela 2.4- Vantagens e inconvenientes da PCR

Vantagens Desvantagens
- Processo de amplificacdo econémico; - E necessario conhecer o virus, ou seja, a
- Processo muito rapido; sequéncia a amplificar e selecionar

- Elevada especificidade, ndo necessario primers especificos;
isolar o DNA de interesse; - Risco de contaminacé&o por DNA
- Técnica muito conhecida. estranho;
- Baixa reprodutibilidade;
- Custo de aquisicdo do equipamento

elevado.

2422 ELISA

O ELISA é um método que combina a especificidade de um anticorpo com a
sensibilidade de um ensaio enzimatico, baseando-se no principio anticorpo- antigénio.

Tal como a tecnologia de PCR, existem varios tipos de ELISA, no entanto a
utilizada para a identificagcdo e quantificacdo de virus ou antigénios é a chamada
ELISA Sanduiche, uma vez que nas outras se detetam anticorpos. Desta forma, o
anticorpo primario especifico para o virus é adsorvido a uma superficie insoltvel, onde
de seguida o virus adicionado reage com ele. Posteriormente, é adicionado um novo

anticorpo primario e um anticorpo secundario conjugado com uma enzima que reage
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com o antigénio. Porém, este Ultimo anticorpo também é especfifico para o virus mas
com um epitopo diferente do primeiro. Depois de um substrato ser introduzido, ocorre
a catdlise da reacédo, a formacao de um produto colorido e a analise da resposta, por
exemplo por calorimetria (Dantas 2004). A figura 2.7 ilustra um esquema do método
ELISA Sanduiche.

Anticorpo

secundario+ enzima Substrato

\

Anticorpo
primario #2

Antigénio

Anticorpo
primario #1

Fgura 2.7- Esquema do método Imunoenzimatico Sanduiche (adaptado de (Casseb 2010))

Esta técnica apresenta inUmeras aplicacées, sendo um exemplo a detecéo e
guantificacdo do HIV em testes sorologicos (Costa e Machado 1999).
Como em todas as tecnologias, a ELISA apresenta vantagens mas também

alguns inconvenientes (Tabela 2.5) (Dantas 2004).

Tabela 2.5- Vantagens e limitagdes da técnica ELISA

Vantagens Desvantagens
- Muito conhecida e econémica; - E necessario conhecer o virus, ou
- Elevada sensibilidade e alta seja, os anticorpos a utilizar;
reprodutibilidade; - Suscetivel a erros de manipulacao;
- Andlise rapida; - Instabilidade dos reagentes.

- Permite a analise de varias amostras

ao mesmo tempo.

Pagina 19



Capitulo 2

2.4.2.3 Biossensores

Outras tecnologias que sdo aplicadas para a andlise da atividade antivirica séo
0s biossensores que, de um modo geral possibilitam a identificacdo e a quantificacdo
de virus ou organismos patogénicos presentes numa determinada amostra, com
recurso a entidades como anticorpos, antigénios, enzimas, 4cidos nucleicos, entre
outras. Assim, um destes elementos é imobilizado num dispositivo, o transdutor, que
transforma a resposta biolégica num sinal de saida que pode ser medido. Este ultimo
pode advir, por exemplo, da libertacdo de calor, da transferéncia de eletrbes ou das
variagdes de massa (J. J. Silva 2004).

Varios sdo os exemplos de biossensores, como os de ondas acusticas de
superficie, que utilizam o principio anticorpo- antigénio para detetar patogénicos; ou a
fixacdo de uma sonda de DNA no dispositivo que hibridiza com a cadeia de DNA que
se pretende identificar (Lange, Rapp e Rapp 2008). Além destes existem igualmente
0s biossensores com transdutores de DNA, como os Oticos, eletroquimicos e o0s
piezelétricos, que se destacam por serem muito usados para a detecdo de doencas
infecciosas e genéticas. Nestes sensores ocorre a fixacdo de uma sonda de DNA na
superficie de um cristal oscilante, como quartzo, e a medi¢ao da frequéncia alterada
por aumento do peso devido & hibridiza¢ao (J. J. Silva 2004).

A tabela 2.6 sumariza os beneficios e as limitagdes do uso de biossensores na
detecao de virus (J. J. Silva 2004).

Tabela 2.6- Vantagens e inconvenientes do uso de biossensores para a detecao de virus

Vantagens Desvantagens
- Elevada sensibilidade e seletividade; - Os custos de aquisi¢do sdo elevados;
- Dispositivo pequeno; - Dificuldade ao nivel do fabrico de
- Resposta rapida. alguns biossensores;

- SA0 pouco comerciais;
- E necessario conhecer o virus a

analisar;

2.4.2.4 Citometriade fluxo

Os citdbmetros de fluxo mais recentes tém sido usados na area clinica para
efetuar analises qualitativas e quantitativas de virus, visto que com 0s convencionais

era quase impossivel identificar a presenca dos mesmos por serem muito pequenos.

Pagina 20



Estado de arte

O citébmetro de fluxo direciona perpendicularmente um feixe de luz de um comprimento
de onda especifico a um meio liqguido em fluxo laminar, onde os corantes fluorescentes
gue se encontram nos &cidos nucleicos previamente marcados excitam e, por
comparacdo com outro fluido, permitem o célculo da concentracédo de virus presente
na amostra através de um software préprio (Beirdo 2011). Num estudo realizado ha
alguns anos conseguiu-se detetar, apos a coloracdo com SYBR Green |, a presenca
de virus de diferentes familias, em que alguns possuiam tamanhos de RNA muito
pequenos (7,4- 14,5 kb) e foram detetados no limite de detecdo do instrumento
(Brussaard, Marie e Bratbak 2000). A tabela 2.7 resume as vantagens e
inconvenientes da citometria de fluxo na detecéo de virus (Brussaard, Marie e Bratbak
2000).

Tabela 2.7- Vantagens e desvantagens da técnica de citometria de fluxo

Vantagens Desvantagens

- Método rapido, direto e preciso; - Custo de aquisi¢éo do equipamento

- Permite a visualizagdo dos resultados; elevado;

- Fécil utilizacao; - Em alguns instrumentos o limite de

- Grande reprodutibilidade. detecdo pode ser elevado ou, no caso de
virus muito pequenos, pode ser impossivel

a sua detecao.

2.4.3 Métodos de determinacdo da atividade antivirica de substratos
solidos

Relativamente aos substratos solidos, existem mais procedimentos para a
determinagéo da sua atividade antibacteriana do que da antivirica, sendo que alguns
ja se encontram normalizados, tais como a medicdo da atividade antibacteriana em
superficies de plastico pela ISO 22196:2007 e a medicao da atividade antibacteriana
dos produtos téxteis acabados antibacterianos pela ISO 20743:2007. Os métodos de
detecdo das atividades antiviricas de superficies solidas sdo mais escassos e ainda
pouco desenvolvidos quando comparados com os do subcapitulo anterior. De todas as
formas, pode-se destacar o método de contagem em placa com diluicbes sucessivas,
gue também costuma ser bastante usado quando o agente e o virus se encontram na

fase liquida.
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2.4.3.1 Método de contagem em placa com diluigdes sucessivas

A contagem em placa com diluicdes sucessivas é um método indireto comum
para a inoculacdo e contagem de Unidades Formadoras de Colénias de uma cultura
microbiana. E um método muito empregue, uma vez que esta descrito nas ISO’s
(mencionadas anteriormente) como um dos métodos possiveis de serem usados para
ajudar a calcular a atividade antibacteriana de substratos solidos.

O que tem sido feito € a adaptacdo destas normas e deste método para a
determinacdo da capacidade de agentes atuarem contra 0s virus, nomeadamente
através da contagem de Unidades Formadoras de Placa (UFP). Um exemplo é o
referido pelo Hohenstein Institute que determina a atividade total antiviica num
substrato sélido com recurso ao fago MS2 e alterando apenas alguns critérios da ISO
20743:2007. Na adaptacdo feita por este instituto, é colocada uma determinada
guantidade de suspenséo viral, com concentracao inicial conhecida, sobre o substrato
solido, e € posteriormente adicionada uma pelicula para promover uma distribuicéo
uniforme sobre 0 mesmo. Apds 18 h de incubacgao, essa suspenséo € lavada com um
tampédo e sujeita a diluicdes sucessivas. Estas sdo plaqueadas juntamente com o
hospedeiro apropriado e os resultados expressos em UFP por unidade de volume da
amostra, tendo em consideracdo a diluicdo feita em cada ensaio (Hohenstein
Laboratories 2010).

O Hohenstein Institute baseia-se na equacdo 2.1 para validar os seus testes
(Hohenstein Laboratories 2010), sendo que o valor de Rs. tem de estar no intervalo
]-1,5; 0,0].

Rsc =B—A Equacgdo 2.1

Onde:

Rs. € a atividade antivirica especifica apds 18 h de incubacdo da amostra controlo.

B € o nimero médio de particulas virais ativas (UFP) apés 18 h de incubacdo, na
amostra controlo.

A é o numero médio de particulas virais ativas (UFP) imediatamente apds a

inoculagéo, na amostra controlo.
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Para o calculo da atividade antivirica das superficies sélidas, o Hohenstein
Institute utiliza a equacdo 2.2, baseada na equacdo da atividade antibacteriana
presente na ISO 20743:2007 (Hohenstein Laboratories 2010).

Re=(A—C)—(A-B)oR=(B-0 Equagdo 2.2

Onde:
Rs € a atividade antivirica especifica da amostra funcionalizada.
C é o numero médio de particulas virais ativas (UFP) apds 18 h de incubacédo, na

amostra funcionalizada.

Apbés a determinacdo da atividade antivirica das amostras, o Hohenstein
Institute baseia-se na tabela 2.8 para avaliar a mesma (Hohenstein Laboratories
2010).

Tabela 2.8- Critério de avaliagdo da atividade antivirica de acordo com a metodologia descrita por
Hohenstein Institute

Atividade antivirica Reducéo de particulas [Log(UFP)]
Inexistente [0,0;1,5]
Ligeira [1,5;4,0]
Significante >4,0

O método de contagem em placa com diluicGes sucessivas apresenta
vantagens e desvantagens que estao resumidas na tabela 2.9 (Rengasamy, Fisher e
Shaffer 2010).

Tabela 2.9- Vantagens e desvantagens do método de contagem em placa com diluicGes sucessivas

Vantagens Desvantagens
- Método bastante conhecido e muito - Nao permite a contagem absoluta de
empregue; particulas virais;
- Obtencéo de UFP isoladas, - Método lento;
permitindo um melhor estudo - E necessario muito material
guantitativo e qualitativo. laboratorial;

- Suscetivel a erros de manipulacao e

contagem.
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3.Materiais e métodos

3.1 Funcionalizacdo dos substratos solidos

No subcapitulo 3.1 s&o descritos os processos utilizados para a funcionalizagao
dos substratos sdlidos, rigido e flexivel, com os agentes antiviricos a estudar.

3.1.1 Funcionaliza¢do do substrato sdlido rigido

O substrato sdlido rigido utilizado foi o aglomerado revestido com papéis
melaminicos e os agentes antiviricos comerciais selecionados foram um zedlito de
prata X e um composto organico Y. As formulas quimicas de ambos estédo
demonstradas a seguir de acordo com a informacéao dos fornecedores.

Formula quimica do agente X: X;,0-Na,O-Al,05-2SiO,

Formula quimica do agente Y: C;9HgN,O,S,Zn

O processo utilizado para a funcionalizacdo do substrato rigido foi a
impregnagcdo em resina, que possui um agente crosslinking, formando uma rede
polimérica. O procedimento experimental iniciou-se com a submersédo de uma folha W
(tamanho A5) numa tina contendo resina melaminica. Este processo foi repetido duas
vezes e posteriormente a folha foi mergulhada numa outra tina contendo a mesma
resina, o agente antiviico com diferentes concentragcdes e outros componentes de
acordo com o descrito na tabela 3.1. O catalisador foi o Ultimo componente adicionado.
As folhas foram retiradas da tina depois de estarem completamente mergulhadas.
Apbs cada banho, o excesso de solucédo foi removido espremendo o material entre
duas varetas. Por fim, secou-se a folha W funcionalizada durante 1 min numa estufa a
120 °C e depois a temperatura ambiente durante a noite. O controlo foi preparado de

forma similar excetuando a adicdo do agente antivirico.
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Tabela 3.1- Composicao do banho de funcionalizagdo para cada amostra

Agente (%

Amostras Controlo
1,0 5,0 17,0
Resina melaminica (% 93,45 93,45 81,79 93,45
Agua destilada (% 4,34 0,34 0,00 5,34
Composto A (% 0,40 0,40 0,40 0,40
Composto B (% 0,40 0,40 0,40 0,40
Catalisador (% 0,41 0,41 0,41 0,41

Posteriormente, as folhas W funcionalizadas foram prensadas no aglomerado,
por um técnico, na empresa Sl- PSCM situada em Oliveira do Hospital. Para prensar
os aglomerados foi utilizada uma prensa piloto existente nas instalagdes da empresa,

usando-se uma pressao de 20 bar e uma temperatura de 120 °C.

3.1.2 Funcionalizacédo do substrato soélido flexivel

Utilizou-se o tecido de algoddo como substrato soélido flexivel e a proteina Z de
origem natural como potencial agente antivirico.

Inicialmente, testou-se a formacdo de um complexo entre o agente Z e a B-
ciclodextrina, com o objetivo de encapsular a proteina e permitir a sua libertacéo
controlada e gradual. A B-ciclodextrina liga-se de forma permanente ao tecido de
algodédo, devido a formacdo de uma ligacdo covalente entre esta molécula e o

substrato téxtil através de um agente de crosslinking.

3.1.2.1 Testesde formacdo de um complexo entre o agente Z e a B-ciclodextrina

Por forma a verificar a formacéo de um complexo entre a B-ciclodextrina e o
agente Z adotou-se o método de Job. Este método, também designado de Variacéo
Continua, € usado para determinar a estequiometria entre duas espécies, mantendo o
numero de moles total de ambas constante e variando as suas fracdes molares. Desta
forma permite uma determinacédo indireta da “afinidade” entre duas espécies quimicas
através da construgéo e andlise de um grafico (Job plot).

O Job plot foi obtido pela monitorizacédo da absorvancia da solucéo, recorrendo
a um Espetrofotobmetro UV- Visivel (UV-Vis) e operando a um comprimento de onda
fixo igual a 294 nm. Prepararam-se sete solugdes com diferentes concentragdes de [3-

ciclodextrina e proteina Z, mantendo o niumero de moles total igual (6E-07 moles)
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(Tabela 3.2). Na primeira solugdo, a concentragcéo do agente Z foi de 4,0E-03 g/ml, i.e.
igual & concentragdo maxima da curva de calibracdo previamente determinada (Anexo
Al).

Tabela 3.2- Fragdes molares e concentracdes do agente Z e da B-ciclodextrina em cada uma das
solugdes utilizadas para a construgdo do Job plot

Solucdo Fracdo molar Fracdo molarde Concentragdo Concentracado de

(12 ml) do agente Z B-ciclodextrina do agente Z B-ciclodextrina

(g/ml) (g/ml)
1 1,0 0,0 4,0E-03 0,0E-05
2 08 0,2 3,2E-03 1,0E-05
3 0,7 0,3 2,8E-03 2,0E-05
4 0,5 0,5 2,0E-03 3,0E-05
5 0,3 0,7 1,2E-03 4,0E-05
6 0,2 0,8 0,8E-03 5,0E-05
7 0,0 1,0 0,0E-03 6,0E-05

Posteriormente, testou-se um segundo método para averiguar a formacéo de
um complexo entre 0 agente Z e a B-ciclodextrina. Este baseou-se no aumento da
concentracdo desta Ultima em relacdo a da proteina, de modo a verificar se a
absorvancia aumentava como resultado da formagao do complexo.

Assim, prepararam-se oito solu¢des diferentes, em meio tampédo carbonato
(pH=9), onde nas primeiras cinco se manteve a concentracao da proteina constante e
se variou a da B-ciclodextrina, nomeadamente 5, 10, 15, 18 e 20 vezes superior a do
agente Z (Tabela 3.3). Nas outras combina¢gdes apenas se colocou B-ciclodextrina
com concentragdes iguais as das solugdes 1, 3 e 5, para averiguar se as ciclodextrinas
absorviam no comprimento de onda selecionado para a realizacdo do ensaio.
Posteriormente, leu-se as absorvancias das solugdes, através do UV-Vis, num
comprimento de onda fixo e igual a 295 nm, tendo sido feita previamente uma nova
curva de calibragdo do agente Z em tampéo carbonato (Anexo A.2).
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Tabela 3.3- Concentracdes do agente Z e da B-ciclodextrina, em cada solucéo, no segundo teste de
averiguacdo da formagéo de um complexo entre as duas moléculas

Solucao Concentracao do Concentracao de
(12 ml) agente Z (g/ml) B-ciclodextrina (g/ml)

1 1,2E-03 6,0E-03

2 1,2E-03 12,0E-03

3 1,2E-03 18,0E-03

4 1,2E-03 21,6E-03

5 1,2E-03 24,0E-03

6 0,0E-03 6,0E-03

7 0,0E-03 18,0E-03

8 0,0E-03 24,0E-03

3.1.2.2 Técnicade funcionalizacdo do substrato sélido flexivel

Para a funcionalizacdo do substrato sélido flexivel optou-se pela adsorgcéo
fisica do agente Z ao tecido de algoddo. Assim, pesou-se trés vezes um tecido de
algoddo de aproximadamente 1g e o mesmo foi mergulhado numa solucédo de 2% de
agente Z durante 5 min. Em seguida, escorreu-se 0 excesso de solugdo com a ajuda
de duas varetas, secou-se o tecido a temperatura ambiente, durante a noite, e voltou-
se a pesar trés vezes. O controlo foi preparado de forma similar mas a proteina foi

substituida por agua destilada.

3.2 Caracterizacdo dos substratos solidos funcionalizados

As técnicas utilizadas para a caracterizacdo dos materiais funcionais foram
FTIR- ATR, XPS e SEM- EDS.

3.21 FTIR-ATR

Os espetros de absorcéo infravermelha foram obtidos no CeNTI, usando um
espetrofotometro Perkin-Elmer Spectrum one com um acessorio de ATR. Foram
efetuados 16 ciclos de varrimento no intervalo de 4000 a 650 cm™, com uma resolucéo
de 4 cm™.

Relativamente aos substratos solidos rigidos, apenas foram analisados o

controlo e o material funcionalizado com o0 agente Y. Assim, adquiriram-se varios
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espetros de absorcédo infravermelha, nomeadamente da resina melaminica, do agente
Y, da folha W, da folha controlo e das folhas W com 1,0%, 5,0% e 17,0% de agente Y,
de modo a verificar se o processo de funcionalizacéo foi bem-sucedido, ou seja se as
folhas foram devidamente funcionalizadas. Para além disso, também foram obtidos
espetros vibracionais dos respetivos laminados com 1,0%, 5,0% e 17,0% de agente Y
e do laminado controlo, de modo a verificar se depois da prensagem das folhas no
aglomerado ocorreu alguma alteracdo na composi¢cao das amostras.

Quanto ao substrato sélido flexivel, foram adquiridos os espetros de FTIR-ATR
da proteina Z, do tecido de algoddo sem agente, ou seja do controlo e do tecido de

algodéo funcionalizado o agente Z.

3.2.2 XPS

As amostras foram analisadas por um técnico no Centro de Materiais da
Universidade do Porto (CEMUP), com um espetrometro VG Scientific ESCALAB 200A,
usando radiagdo Al Ka ndo monocromatica (1486,6 eV). Para a corregéo de eventuais
desvios que possam ocorrer devido a efeitos de carga, a banda C 1s do carbono a
285,0 eV foi considerada como padrdo interno. A técnica de XPS foi usada para
analisar unicamente o laminado controlo e os laminados funcionalizados com 17,0%
de agente X e 17,0% de agente Y.

3.2.3 SEM-EDS

As micrografias adquiridas por SEM e os espetros de EDS foram obtidos por
um técnico no CEMUP, num microscoépio eletrénico de varrimento ambiental de alta
resolucdo Field Emission FE Quanta 400 FEG ESEM, equipado com um
espetrofotometro de microanalise de Raios- X Genesis X4M. As amostras analisadas
por SEM foram revestidas com ouro uma vez que os substratos soélidos em estudo séo
materiais ndo condutores. As amostras para EDS néo foram revestidas.

Através da tecnologia SEM-EDS analisou-se o laminado controlo, os laminados
funcionalizados com 1,0% e 17,0% de agente X e os laminados com 1,0% e 17,0% de
agente Y. Relativamente aos substratos flexiveis, analisou-se o tecido de algodao

controlo e o tecido de algodado com o agente Z
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3.3 Determinagcdo da atividade antivirica

No subcapitulo 3.3 sdo descritos os métodos utilizados para a determinagéo da
atividade antivirica dos agentes X, Y e Z presentes em meio liquido e das superficies
solidas funcionalizadas, fazendo uma prévia referéncia a preparacao do virus utilizado

e do seu hospedeiro.

3.3.1 Preparacéo do virus e do hospedeiro

Para os ensaios de determinacdo da atividade antivirica das amostras,
selecionou-se o bacteriofago MS2.

A preparacdo do fago MS2 e do seu hospedeiro E. coli W1485 (célula FY),
ambos da ATCC — American Type Culture Colection comprados a empresa Life
Technologies, para os ensaios experimentais envolveu varias etapas como a ativagéo
dos stocks de bactéria e fago e sua posterior propagacdo, a producéo do fago MS2, a
determinacdo do titulo do fago e a concentracdo do bacteri6fago MS2 com
polietilenoglicol (PEG).

3.3.1.1 Ativacao e propagacdo da bactériaE. coli W1485

Nesta primeira etapa retirou-se aproximadamente 1ml de suspenséao celular do
frasco de stock, colocou-se num tubo de 5 ml e hidratou-se o pellet inteiro. Transferiu-
se esta amostra de novo para o frasco e misturou-se. Seguidamente, utilizou-se
algumas gotas da suspensdo para inocular a bactéria em meio Luria-Bertani (LB)
liguido e em placa com meio LB agar (Anexo C). Incubou-se os tubos, de forma
inclinada para promover o arejamento, a 200 rpm e a 37 °C, e as placas numa posi¢ao

invertida, a mesma temperatura [7].
3.3.1.2 Ativacédo e propagacdo do fago MS2

Nesta fase, preparou-se uma cultura fresca da bactéria E. coli W1485 a partir
do stock congelado. Depois do hospedeiro ter crescido durante 6 h, adicionou-se
aproximadamente 1,0 ml da suspenséo celular para um frasco de fago liofilizado e 0,5
ml para um frasco de congelacéo de 2,0 ml. Colocou-se uma gota de bactéria crescida

numa placa previamente preparada e colocou-se LB top agar para solidificar (Anexo
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C). Por fim, colocou-se uma gota de fago MS2 no centro da placa, deixou-se secar e

incubou-se a placa, numa posicao invertida, a 37 °C durante a noite [8].

3.3.1.3 Producéo do fago MS2

A producéo de bacteriéfago tem como principal objetivo a obtencdo de uma
concentracdo elevada do mesmo, para ser utilizada em ensaios posteriores, e pode
ser feita em placa ou em meio liquido.

Ao usar-se a primeira via de producao, colocou-se em varias placas, com meio
LB agar previamente preparadas, 100 pl de suspenséo celular e LB top agar e deixou-
se secar a temperatura ambiente durante 10 min. Seguidamente, com a ajuda de
palitos, picou-se a gota de fago produzida anteriormente, fez-se duas linhas de
picotado nas novas placas e, através de tiras pequenas de papéis, deslizou-se no agar
ao longo das linhas de picotado de cima para baixo (Figura 3.1). Rodou-se as placas
90° e repetiu-se o procedimento, de modo a permitir a infecéo do bacteriéfago em toda
a placa. Incubou-se as placas a 37 °C durante a noite e, no dia seguinte, colocou-se
tampéo SM (Anexo C) nas mesmas, de modo a recuperar o bacteriéfago. Voltou-se a
incubar as placas durante a noite a 4°C, recuperou-se o liquido das mesmas usando
uma micropipeta e colocou-se em tubos de Falcon de 50 ml.

Fgura 3.1- Imagem ilustrativa da producéo do fago MS2
em placa, onde previamente foi colocada uma mistura de suspenséo celular com LB top agar

Na propagacdo de bacteriofago em meio liquido, colocou-se em balbBes de
Erlenmeyer 100 ml de meio LB liquido e 1 ml de suspenséo celular crescida e incubou-

se a 37 °C e a 200 rpm durante o dia. Adicionou-se 10 ml de fago, voltou-se a incubar
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nas mesmas condi¢des durante a noite e posteriormente deitou-se o contetddo de cada
Erlenmeyer em tubos de Falcon de 50 ml.

Posteriormente, para ambas as vias de producdo, centrifugou-se os tubos de
Falcon durante 20 min, a 4000 g e 4 °C, de modo a separar as células do fago. De
seguida, transferiu-se o sobrenadante para tubos novos, colocou-se umas gotas de
cloroférmio e voltou-se a centrifugar nas mesmas condigdes. Ao transferir novamente
0 sobrenadante para tubos novos, adicionou-se por cada 10 ml de amostra cerca de 1
ug de DNase | e deixou-se a temperatura ambiente durante 30 min. Por fim, purificou-
se o0 bacteriéfago usando filtros de 0,22 um, de modo a remover quaisquer bactérias
gue pudessem ainda estar presentes na amostra. As amostras filtradas foram ent&o

guardadas a 4 °C até serem utilizadas.
3.3.1.4 Determinag¢éo da concentragdo do fago

Para determinar a concentracdo das varias producdes de bacteriofago
realizadas, utilizou-se o método referido no ponto 2.4.3.1 do Estado de arte, expresso
em UFP. Assim, fez-se diluicdes decimais das amostras em tamp&o SM, de 10™ até
10, e adicionou-se a placas devidamente preparadas com o hospedeiro. Estas foram
incubadas a 37 °C durante a noite e no dia seguinte procedeu-se a contagem de UFP.
Para determinar a concentracéo de fago nas vérias propagacoes efetuadas utilizou-se
a equacéo 3.1.

UFP, X F 5
Cg=—7"7— Equagao 3.1

Ve
Onde:
C: é a concentragdo de bacteridfago expressa em UFP/ml da amostra.
UFP, é o nimero de UFP contadas na placa.
F é o fator de dilui¢c&o.

V; é o volume de fago plaqueado expresso em ml.
3.3.1.5 Concentra¢éo do fago MS2 com PEG

A concentragao do bacteriéfago foi efetuada sempre que o seu titulo resultante
das producgdes realizadas era demasiado baixo para prosseguir com o trabalho. Para o

efeito, adicionou-se 0,584 g de NaCl por cada 10 ml de amostra e deixou-se 0s tubos
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de Falcon em gelo durante 1 h. Estes foram centrifugados durante 10 min, a 11 000 g
e a 4 °C, e adicionou-se 1 g de PEG 8000 por cada 10 ml de amostra, deixando-se
dissolver a temperatura ambiente. Transferiu-se o sobrenadante para tubos novos,
guardou-se 0os mesmos no gelo durante 2 h e voltou-se a centrifugar nas mesmas
condigdes. Retirou-se o0 sobrenadante, ressuspendeu-se o pellet em tampé&o SM (160
pl/20 ml de amostra) e deixou-se os tubos no gelo durante 1 h. Adicionou-se um igual
volume de cloroférmio nos tubos, colocou-se os mesmos no vortex durante 30 s e
centrifugou-se durante 15 min a 3000 g e a 4 °C. Por ultimo, recolheu-se a fase
aquosa, fez-se diluicbes decimais e plaqueou-se para determinar a sua concentracao.

3.3.2 Determinacéo da atividade antivirica dos agentes em meio liquido

A realizacdo deste ensaio teve como objetivo a determinacdo da atividade
antivirica dos agentes presentes em meio liquido, ou seja no seu estado livre, de modo
a comparar com O0S ensaios em gque 0S mesmos se encontram associados ao
substrato sélido e averiguar se a funcionalizacdo altera essa capacidade de atuar
contra os virus.

Deste modo, testou-se em 20 ml de meio, 1,0%, 5,0% e 20,0 % em massa de
agente X e de agente Z; 0,8%, 3,8% e 15,4% em massa de agente Y'; e um controlo
(sem qualquer agente) (Anexo D.1l). Foram realizados 3 ensaios, sendo gue no
primeiro se utilizou uma concentracao inicial de fago de 9,7E+07 UFP/mI, no segundo
de 4,6E+07 UFP/ml e no terceiro de 1,1E+07 UFP/ml.

Os baldes de Erlenmeyer foram colocados numa incubadora a 170 rpm de
modo a promover uma mistura homogénea e a temperatura ambiente do laboratério (o
produto final sera utilizado a esta temperatura). Retirou-se amostras de 1 ml ao final
de 1, 2, 4, 6 e 24 h apos o inicio do ensaio, de modo a avaliar a atividade antivirica dos
agentes ao longo do tempo. Fez-se diluicbes decimais das varias amostras em tampéao
SM, até 10°® plagueou-se em meio LB e incubou-se a 37 °C durante a noite.
Posteriormente, contou-se as UFP de todas as amostras (Anexo D.2), validou-se o
teste pela equacédo 2.1 e calculou-se a atividade antivirica dos agentes através da

equacéo 2.2.

! As concentragdes sao diferentes devido ao ajuste efetuado coma densidade do composto
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3.3.3 Determinacéo da atividade antivirica dos substratos sélidos

Neste ensaio experimental foram analisados os substratos soélidos rigidos e os
substratos téxteis. Em relagdo aos primeiros foram estudados os laminados com 1,0%,
50% e 17,0% de agente X e de agente Y; o laminado controlo; e o controlo da
experiéncia que ndo possui laminado nenhum. Quanto aos substratos sélidos flexiveis
foram analisadas duas amostras, o0 algoddo com a proteina Z e o algodao controlo.

Os laminados foram cortados em quadrados de 2,5 cm?® e previamente
autoclavados. A Unica excecgao foi o laminado com 17,0% de agente X, que foi
esterilizado numa camara de luz UV durante 30 min, uma vez que na autoclave o
efeito da precipitagdo da prata foi visivel, devido a concentracdo elevada deste
composto no laminado. Em relagdo aos tecidos de algoddo procedeu-se da mesma
forma, sendo que todas as amostras foram esterilizadas através de luz UV, uma vez
gue a proteina desnatura a elevadas temperaturas.

Para os substratos solidos rigidos foram realizados trés ensaios, sendo que no
primeiro se utilizou uma concentracéo inicial de fago de 2,4E+09 UFP/ml, no segundo
de 1,8E+08 UFP/ml e no terceiro de 1,1E+08 UFP/mIl. De notar que, por falta de
tempo, ndo foi possivel concentrar o fago MS2 em duas producdes, de modo a partir
de uma concentracao inicial igual nos trés ensaios, ndo havendo assim um triplicado
nesta experiéncia. Nos substratos téxteis partiu-se de uma concentracdo inicial de
fago de 4,0E+08 UFP/mI, para os trés ensaios efetuados.

As amostras foram colocadas em tubos de Falcon para estarem em contacto
com a solucdo de 20 ml contendo o fago MS2, como ilustrado na figura 3.2.
Posteriormente, procedeu-se de forma idéntica ao ensaio com 0s agentes em meio

liquido acima descrito.

Figura 3.2- Ensaio experimental para a determinacgao da atividade antivirica dos substratos soélidos
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Resultados e discussao

Y

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos todos os resultados obtidos
durante a realizacdo do presente projeto, desde os testes com a proteina Z e a B-
ciclodextrina, a

caracterizacdo das superficies sdlidas funcionalizadas e a
determinacdo da sua atividade antivirica.

4.1 Resultados dos testes de formacdo de complexo entre a
proteina Z e a B-ciclodextrina

O método de Job monitoriza o sinal obtido resultante da formac&o do
complexo entre duas moléculas e caso estas formem o tal complexo, é expectavel que

se verifigue uma variagdo na concentracdo de complexo formado provocada pela

variagdo das concentracdes das espécies envolvidas. Isto €, o sinal aumenta até que a
concentracdo do complexo formado seja maxima (ponto em que a estequiometria

determinada) e diminui de seguida devido ao desaparecimento do complexo causado

pela reducéo da concentracdo de uma das espécies. A figura 4.1 ilustra um tipico Job
plot da formagao do complexo Ropivacaina:3- ciclodextrina.
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Figura 4.1- Variagédo do deslocamento quimico dos hidrogénios H5 da - ciclodextrina em diferentes
fragdes molares do complexo (“Job Plot”), 25 °C, pH 5,5 (retirado de ( Fraceto, et al. 2007))

A figura 4.2 ilustra o Job plot construido através da representacéo grafica da
absorvanica a 294 nm registada para o complexo de inclusdo agente Z:B3- ciclodextrina

em funcéo da razéo molar das duas espécies envolvidas na reacdo de complexacéo.
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Absorvancia (294 nm)

O T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Fracao de agente Z na solugao

Figura 4.2- Job plot do complexo agente Z:3- ciclodextrina

Pela analise da figura ndo se verifica a tendéncia expectavel que foi descrita
acima, ou seja a absorvancia aumenta sempre a medida que a concentracdo do
agente Z aumenta, o que demonstra que nao ha formacdo de um complexo entre a
proteina e a B-ciclodextrina quando a razdo molar entre ambas € 1:1. Isto pode ser
explicado pelo facto de o agente Z possuir uma massa molar cerca de 70 vezes
superior a da ciclodextrina utilizada, ndo conseguindo esta Ultima encapsular a
proteina. Dado que estes resultados foram inconclusivos experimentou-se uma
estratégia diferente para aferir a complexagdo da proteina a ciclodextrina (segundo

teste).

Relativamente ao segundo teste de formac¢&o do complexo entre o agente Z e
a B-ciclodextrina, € possivel observar na tabela 4.1 as absorvancias obtidas num

comprimento de onda de 295 nm para as oito solu¢des preparadas.
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Tabela 4.1- Absorvancias obtidas, a 295 nm, para cada solucédo do segundo teste de formacédo de
complexo entre 0 agente Z e a B-ciclodextrina

Solugdo Concentracédo do Concentracao de Absorvancia
agente Z (g/ml) B-ciclodextrina (g/ml) (295 nm)

1 1,2E-03 6,0E-03 0,4356
2 1,2E-03 12,0E-03 0,4543
3 1,2E-03 18,0E-03 0,4942
4 1,2E-03 21,6E-03 0,5048
5 1,2E-03 24,0E-03 0,5102
6 0,0E-03 6,0E-03 0,0535
7 0,0E-03 18,0E-03 0,0669
8 0,0E-03 24,0E-03 0,0748

Pela andlise da tabela verifica-se que ocorre um aumento de absorvancia
desde 0,4356 até 0,5102 para as primeiras cinco solugfes. Este ligeiro aumento da
absorvancia deve-se ao facto de a concentracdo de B- ciclodextrina ndo ser muito
superior a da proteina Z, sendo no maximo 20 vezes superior na solugédo 5. No
entanto, os resultados sugerem que podera haver a formacdo do complexo entre as
duas moléculas, uma vez que a ciclodextrina ndo absorve neste comprimento de onda,
tal como se pode verificar pelas absorvancias obtidas para as solugdes 6, 7 e 8 em
gue apenas a ciclodextrina estava presente. Desta forma, o sinal pode aumentar
devido a complexacado e nao pelo simples facto da concentragao de - ciclodextrina
aumentar. Contudo, a utilizacdo desta estratégia de encapsulacédo requer um estudo
mais aprofundado e, tendo em conta os objetivos deste projeto, optou-se por néo
encapsular a proteina e apenas adsorvé-la ao substrato flexivel, tal como descrito em
3.1.2.2. A concentracdo final de proteina obtida no tecido de algoddo foi de 0,1%
(Anexo B.3).

4.2 Resultados da caracterizacdo dos substratos solidos
funcionalizados

No subcapitulo 4.2 sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos pelas
técnicas de FTIR- ATR, XPS e SEM- EDS dos substratos sélidos funcionalizados com
0s agentes X, Y e Z
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421 FTIR-ATR

4.2.1.1 Substrato soélido rigido funcionalizado

A analise qualitativa dos laminados com o agente Y por FTIR- ATR permitiu
adquirir os espetros vibracionais das seguintes amostras: resina melaminica (cor
rosa), agente Y (cor verde), folha W sem nenhuma impregnacgé&o (cor azul), folha W
controlo (cor vermelha), folhas W com 1,0%, 5,0% ou 17,0% de agente Y (cor cinza),
laminados com 1,0%, 5,0% ou 17,0% de agente Y (cor roxa), e do laminado controlo
(cor amarelo torrado).

Para cada amostra com 1,0%, 5,0% e 17,0% de agente Y foram construidos
dois gréficos, um referente as folhas W impregnadas e outro aos laminados. A
discussdo destes graficos refere-se apenas a presenca de dois compostos,
nomeadamente a resina melaminica e o agente Y.

A préxima figura refere-se a amostra da folha W funcionalizada com 17,0% de

agente .
= © S . ]
= ~ S B - I = — ~—ee I
= ~ - \,"’ I =) Folh h A Ve
=2 - = . \ y
@ Folha sem nenhuma impregnagio W {," $ olhasem nenhumaimpregnage -~ /
w \
3 — \ awp < Folha controlo _ v A
T — . " A o) NS ~
2  Folha control oV E L o
c olha controlo /
5 E— ——] Al 2 ~.Folha com 17% de Agente Y T ]
~. —— ~ T
— \ /\//\v W V’ \r__fx_/’ ﬁ\r/f '\KV
Folhacom 17% de Agente Y - i 4
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1000
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Fgura 4.3- Espetros de FTIR- ATR da folha W funcionalizada com 17,0% de agente Y

Analisando a figura 4.3 pode verificar-se a presenca das bandas caracteristicas
da resina melaminica, identificadas com a seta rosa no espetro. A primeira banda
surge a 1550 cm™ e diz respeito as vibragdes de alongamento do anel de triazina; a
segunda e a terceira banda, que surgem a 1367 cm™ e 996 cm™, respetivamente,
correspondem a vibrag&o de alongamento C-O; e a Ultima, nomeadamente a 811 cm™,
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corresponde de novo as vibragfes de alongamento do anel de triazina (Socrates 2001,
Batista 2004). Como seria de esperar, estas bandas s&o também visiveis no espetro
infravermelho da folha W controlo, ao contrario do espetro da folha W sem nenhuma
impregnacéao.

Relativamente ao agente Y, foi possivel observar as bandas que evidenciam a
sua presenca na folha W impregnada (17,0% de agente Y). A primeira surge a 1459
cm™ e corresponde a vibrag&o de alongamento da ligacdo C=C do anel aromético; as
bandas que surgem a 1262 cm™, 1198 cm™, 1184 cm™, 1155 cm™, 1146 cm™, 1088
cm™ e a 830 cm™ dizem respeito & vibracdo de alongamento da ligagc&o C-N no anel
aromatico; e a nona e a décima banda surgem a 763 e 701 cm™, respetivamente, e
correspondem a vibragdo de alongamento C-S da ligacdo C-S no agente (Socrates
2001). Assim, pode-se concluir que apenas se verificou a presenca do agente Y na
folha W impregnada com 17,0% deste agente como seria de esperar.

A figura 4.4 compara entre si 0os espetros de infravermelho da folha W cuja
terceira impregnacao foi com 17,0% de agente Y, do laminado com 17,0% de agente Y
e do laminado controlo.

)

Y

\
Folha com 17% de Agente Y \, /\/

i

N\ N //\ﬂ

Unidades arbitrarias
Unidades arbitrarias

‘\‘v-\_/‘/\/ / \

Folha com 17% de Agente Y

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 1750 1500 1250 1000 750

Namero de onda (cm™) Numero de onda (cm)

Hgura 4.4- Espetros de FTIR- ATR do laminado funcionalizado com 17,0% de agente Y

Tal como observado para a folha W funcionalizada com 17,0% de agente Y,
também no laminado com 17,0% deste agente € possivel encontrar as quatro bandas
caracteristicas da resina melaminica e as dez bandas que indiciam a presenca do
agente, sendo que estas Ultimas ndo se verificam no laminado controlo como seria

expectavel (Figura 4.4).
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A figura 4.5 ilustra os espetros vibracionais de FTIR- ATR obtidos para a

andlise da folha W impregnada com 5,0% de agente Y.
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Fgura 4.5- Espetros de FTIR- ATR da folha W funcionalizada com 5,0% de agente Y

Pela analise da figura 4.5 € possivel verificar a existéncia de algumas
diferencas nas bandas caracteristicas do agente Y comparativamente com os graficos
anteriores. Ou seja, quase todas as bandas que surgem na folha W funcionalizada
com 17,0% deste agente (figura 4.3) foram identificadas, a excec¢éo das que surgem a
1155 e 1088 cm™. Isto pode dever-se ao facto de a quantidade de agente Y adicionada
a solucao ser inferior e portanto a detecdo destas bandas ser mais dificil. Contudo,
uma vez que o FTIR-ATR ndo permite uma analise quantitativa, estes resultados
teriam que ser confirmados por outras técnicas para suportar inequivocamente esta
conclusdo. Um exemplo poderia ser a Espetrometria de Massa Acoplada a Plasma
Indutivo (ICP-MS) que ioniza as amostras com recurso a um plasma e recorre a um
espetrometro de massa para separar e quantificar os ides presentes na mesma.

Na figura 4.6 € possivel comparar os espetros vibracionais da folha W cuja
terceira impregnacao foi com 5,0% de agente Y, do laminado com 5,0% de agente Y e

do laminado controlo.
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Unidades arbitrarias
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Fgura 4.6- Espetros de FTIR- ATR do laminado funcionalizado com 5,0% de agente Y

As diferencas registadas nestes espetros em relagcdo aos anteriores s&o

igualmente nas bandas que indiciam a presenca do agente Y. Neste caso verifica-se a

presenca das duas bandas que ndo foram anteriormente observadas (Figura 4.5), e

verifica-se a auséncia de duas bandas, nomeadamente a que surge a 1262 cm " e a

que surge a 701 cm ™ no espetro infravermelho do laminado com 17,0% de agente Y

(Figura 4.4). Isto podera indicar que a folha W impregnada com 5,0% deste agente

ndo € a mesma que foi prensada no laminado analisado, podendo existir uma

variabilidade no material independentemente da correta (ou n&do) funcionalizagdo do

mesmo.

A figura 4.7 ilustra os espetros infravermelhos obtidos para a analise da folha

W funcionalizada com 1,0% de agente Y.
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Fgura 4.7- Espetros de FTIR- ATR da folha W funcionalizada com 1,0% de agente Y
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Pela andlise da figura 4.7 confirma-se a presenca de cinco bandas
caracteristicas do agente Y apenas na folha W funcionalizada com 1,0% deste agente,
nomeadamente as que surgem a 1459, 1262, 1184, 763 e 701 cm™.

Por fim, na figura 4.8 compara-se os espetros de infravermelho da folha W cuja
terceira impregnacgéao foi com 1,0% de agente Y, do laminado com 1,0% de agente Y e

do laminado controlo.
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Figura 4.8- Espetros de FTIR- ATR do laminado funcionalizado com 1,0% de agente Y

Pela andlise da figura 4.8, confirma-se a existéncia de quatro bandas que
indicam a presenca deste agente, nomeadamente a 1459, 1198, 763 e 701 cm™
Contudo, estas bandas ndo sdo as mesmas que foram detetadas no espetro anterior
referente a folha W impregnada com 1,0% de agente Y. Novamente, esta folha podera
nao ser a mesma que foi prensada no laminado analisado, podendo existir uma
variabilidade no material como j& foi referido anteriormente.

Por fim, conclui-se, ap6s a caracterizagdo qualitativa por FTIR-ATR, que
todas as amostras funcionalizadas com o agente organico Y apresentam bandas que
indicam a presenga do mesmo, indicando portanto que a funcionalizagdo ocorreu

como esperado.
4.2.1.2 Substrato solido flexivel funcionalizado

Os tecidos de algoddo impregnados com o agente Z foram também

analisados por FTIR- ATR, tendo-se obtido trés espetros vibracionais que se
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encontram ilustrados na figura 4.9 (proteina Z- cor azul, tecido de algodédo controlo-

cor preta e tecido de algodao funcionalizado com 0,1% de agente Z - cor vermelha).
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Fgura 4.9- Espetros de FTIR- ATR do tecido de algodao com 0,1% de agente Z

Da andlise da figura 4.9 é possivel verificar que o espetro vibracional do

algoddo com o agente Z é muito semelhante ao do algodéo controlo, sendo quase

imperceptivel a presenca das bandas caracteristicas da proteina no espetro do

algoddo com a mesma. Uma das possiveis causas é o facto de a concentracdo desta

proteina no tecido ser demasiado baixa para ser detetada por esta técnica de

caracterizagdo. Desta forma, conclui-se que através do FTIR- ATR n&o se consegue

detetar a presenca da proteina no tecido de algodéo funcionalizado.

422 XPS

4.2.2.1 Substrato solido rigido funcionalizado

Através da técnica de XPS analisou-se o laminado controlo e os laminados

funcionalizados com 17,0% de agente X e 17,0% de agente Y. As percentagens

atémicas relativas dos elementos quimicos presentes nos substratos solidos rigidos

encontram-se sumarizadas na tabela 4.2.
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Tabela 4.2- Percentagens atdmicas relativas dos elementos presentes nos substratos soélidos rigidos
obtidas por XPS

Percentagem atomica

Amostra C N 0 Si S Zn Ag
1s 1s 1s 2p 2p 2p3  3d5

Laminado controlo 8,99 3,43 8,23 1,35 - - -

Laminado com 17,0%

87,45 3,47 7,87 1,20 - - 0,01
de agente X

Laminado com 17,0%

86,02 2,73 950 1,57 0,09 0,08 -
de agente Y

Apés a funcionalizacdo do substrato solido rigido com 17,0% de agente X,
evidencia-se a presenca deste composto na superficie do substrato através da
detecdo do elemento prata (0,01%). O mesmo acontece com o laminado modificado
com 17,0% de agente Y, para o qual se verifica a presenca de enxofre (0,09%) e de
zinco (0,08%), elementos quimicos presentes na sua férmula quimica. Estes

resultados sugerem que a funcionalizacdo dos substratos rigidos com o0s agentes em
estudo foi bem-sucedida.

4.2.3 SEM-EDS
4.2.3.1 Substrato solido rigido funcionalizado

Os laminados funcionalizados com 1,0% e 17,0% de agente X e de agente Y e
o laminado controlo foram analisados por SEM-EDS. Na figura 4.10 estéo ilustradas as

micrografias obtidas para cinco amostras analisadas com uma resolugéo de 5 000 x.
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mode D [
SE [10.0 mm

det | mode
ETD| SE [1

FHgura 4.10- Micrografias obtidas por SEM do laminado controlo (A), do laminado com 1,0% de agente X
(B) do laminado com 17,0% de agente X (C), do laminado com 1,0% de agente Y (D) e do laminado com

17,0% de agente Y (E)
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Comparando as imagens de SEM dos laminados funcionalizados com a do
laminado controlo, é possivel verificar alteragdes na morfologia dos substratos solidos
rigidos apés a funcionalizagdo com os agentes antiviricos. As diferengas observadas
na morfologia dos substratos sugerem a presenca do agente X e do agente Y, sendo
gue estas sdo mais pronunciadas no caso das amostras funcionalizadas com 17,0%
de agente.

Por sua vez, na figura 4.11 estdo representados os espetros de EDS das
superficies solidas rigidas funcionalizadas e do laminado controlo. Para cada amostra
analisada € apresentada uma micrografia, com uma resolucdo de 500 x, da fracdo da
mesma onde foi posteriormente realizada a analise por EDS.
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Fgura 4.11- Espetros obtidos por EDS do laminado controlo (A), do laminado com 1,0% de agente X (B)
do laminado com 17,0% agente X (C), do laminado com 1,0% de agente Y (D) e do laminado com 17,0%
agente Y (E)

Apesar de na micrografia obtida por SEM se verificarem ligeiras alteracdes na

morfologia da superficie rigida funcionalizada com 1,0% de agente X, 0 espetro de

EDS da mesma amostra € idéntico ao do laminado controlo o que sugere que o agente

X ndo esta presente na superficie. Por sua vez, na amostra com 17,0% de agente X €
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possivel confirmar a presenca de zinco e de prata, elementos caracteristicos do
agente usado. Nos espetros de EDS dos substratos rigidos funcionalizados com 1,0%
e 17,0% de agente Y € possivel observar-se picos do zinco e do enxofre, 0 que seria
de expectar uma vez que estes elementos estdo presentes na férmula quimica do
composto. Estes resultados permitem confirmar que pelo menos para a concentragéo
mais elevada de agentes a funcionalizagdo dos substratos foi bem-sucedida.

A presenca de titanio nos espetros D e E pode ter-se devido a contaminagdes
durante a funcionalizacdo das amostras no laboratorio ou a preparagdo das mesmas
para a andlise em questao.

4.2.3.2 Substrato sélido flexivel funcionalizado

No que respeita ao substrato flexivel, € possivel observar na figura 4.12 as
micrografias obtidas por SEM, com uma resolugdo de 1000 x, dos tecidos de algodao

inicial (controlo) e funcionalizado com 0,1% de agente Z

Figura 4.12- Micrografias obtidas por SEM do substrato téxtil controlo (F) e do substrato téxil
funcionalizado com 0,1% de agente Z (G)

A comparacdo das duas micrografias sugere que ndo ocorreu nenhuma
modificacdo na morfologia da superficie do tecido téxtil apds a funcionalizagdo com o
agente Z, confirmando-se os resultados previamente obtidos por FTIR- ATR.

A figura 4.13 ilustra os espetros de EDS obtidos para o tecido de algodao

controlo e para 0 mesmo substrato funcionalizado com 0,1% de proteina.
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Figura 4.13- Espetros obtidos por EDS do substrato téxtil controlo (F) e do substrato téxtil funcionalizado
com 0,1% de agente Z (G)

Como seria expectavel também os espetros de EDS confirmam a auséncia do
agente Z na superficie do substrato téxtil apés o procedimento de funcionalizagao.
Estes resultados sugerem por um lado que ndo tera ocorrido a funcionalizagdo
desejada, ou eventualmente que a concentracdo de proteina a superficie € demasiado
baixa para poder ser detetada pelas técnicas usadas.

4.3 Resultados da determinacdo da atividade antivirica

No presente subcapitulo sdo discutidos todos os resultados obtidos na
determinacéo da atividade antivirica dos trés agentes em meio liquido e dos substratos

solidos funcionalizados.

4.3.1 Atividade antivirica dos agentes em meio liquido

Numa etapa inicial e por forma a validar o teste de atividade antivirica
implementado, foram calculadas as atividades antiviricas especfficas das amostras
controlo pela equagéo 2.1. Os resultados obtidos foram de -0,03 para o ensaio 1, de
-0,42 para o ensaio 2 e de -1,14 para o ensaio 3. Estes resultados validam o método
dado que apresentam valores que estdo incluidos no intervalo ]-1,5; 0,0], o que indica
a auséncia de atividade antivirica da amostra controlo.

Posteriormente, para uma melhor analise dos resultados, foram construidos
trés graficos que demonstram a atividade média de cada agente (agente livre) contra o
bacteriéfago MS2 ao longo do tempo e para cada concentracao testada. Desta forma,
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a figura 4.14 ilustra a comparacao entre as médias das atividades antiviricas de cada

concentracéo estudada do composto X ao longo de 24 h de ensaio.

3,5
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Fgura 4.14- Atividade antivirica ao longo do tempo das amostras com diferentes concentragGes de
agente X

Analisando a figura 4.14 é possivel verificar que a atividade antivirica do agente
X aumenta até as 6 h e diminui passadas 24 h de teste, a excecdo das 4 h em que
decresce também. Porém, é de referir que estas diferencas ndo séo estatisticamente
significativas tendo em conta os elevados desvios observados nos resultados. Estes
desvios podem estar associados a erros experimentais durante a realizacdo das
diluicdes decimais das amostras ou a tardia analise das mesmas o que pode danificar
o fago. Adicionalmente, o método podera néo ter sensibilidade suficiente para permitir
verificar diferencas claras entre diferentes ensaios.

Pela andlise da figura 4.14, é possivel ainda confirmar que a partir das 6 h os
valores das atividades antiviricas sdo superiores a 1,5 e inferiores a 4,0, indicando
uma atividade ligeira contra o bacteriéfago MS2 (Tabela 2.8).

Os resultados obtidos sdo de um modo geral bastante animadores e podem ser
justificados pelo facto de existir um mecanismo eficiente de libertagdo tridimensional
de ides de prata, devido ao cristal de zedlito multifacetado (Figura 4.15), que se vao
trocar com outros ides positivos, homeadamente das proteinas do envelope do
bacteriéfago MS2, danificando-o. Desta forma, a capacidade do virus infetar células E.
coli W1485 é reduzida, uma vez que as moléculas do envelope que permitem a
ligacdo do virus & bactéria foram destruidas (Matsuura, et al. 1997; Prescott, Harley e
Klein 1999). Este mecanismo € em tudo idéntico a forma de atuar do agente X contra
as bactérias (Matsuura, et al. 1997).
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Figura 4.15- Esquema alusivo a troca de ides positivos entre 0 agente e 0 meio onde esta presente o
bacteriéfago MS2

Outro possivel mecanismo de acdo antiviral do agente X pode ser a sua
interacdo com o material genético, neste caso RNA, apos danificar o envelope e a
capside do bacteriofago MS2 através do processo referido anteriormente. Esta
explicagdo tem como base algumas investigacdes efetuadas com outros virus. Um
exemplo € o estudo realizado com o HBV, que demonstrou que as nanoparticulas de
prata interagiam com o dsDNA do virus e impediam a producao in vitro de RNA, que é
utilizado pela retrotranscriptase para a formacdo de um RNA- DNA que é
posteriormente convertido em DNA para um novo genoma viral (Lu, et al. 2008;
Ferreira e Sousa 1998).

Outra observacao que pode ser inferida da figura 4.14 é que, a partir das 4 h, a
atividade antivirica da amostra com 20,0% de agente X é superior a das outras
concentracdes testadas, tal como seria de esperar uma vez que a concentracao do
agente no meio liquido é bastante superior. No entanto, nas primeiras 2 h, verifica-se
precisamente o contrario, o que indica alguma variabilidade dos resultados até este
instante.

Ainda assim, seria expectavel que os resultados obtidos com o zedlito de prata
fossem melhores, uma vez que na literatura este agente é reportado por possuir, in
vitro, valores de atividade antivirica elevados contra diversos virus (Lu, et al. 2008;
Lara, et al. 2010). Para além disso, os desvios padrdo associados aos resultados sao
bastante grandes em alguns casos, tal como foi referido anteriormente. Para além das
possiveis justificacdes j& adiantadas para esta variabilidade é também de realcar que
se verificou alguma instabilidade no hospedeiro (E. coli W1485) ao longo de todo o

trabalho experimental o que levou por vezes a tempos de experiéncia mais
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prolongados que poderdo ter também afetado o fago. Algumas das causas da
instabilidade do hospedeiro foi a ocorréncia de contaminacfes, uma vez que no
laboratério onde se realizou a atividade experimental estavam a decorrer
simultaneamente muitos trabalhos com outros microrganismos, mas também por
causa da dificuldade da E. coli W1485 crescer passadas algumas gerac0es, nao
permitindo uma distribuicdo adequada na placa para a visualizacdo das particulas
fagicas.

Relativamente ao agente Y, é possivel comparar as médias das atividades

antiviricas obtidas ao longo do tempo para cada concentracdo testada (Figura 4.16).
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Fgura 4.16- Atividade antivirica ao longo do tempo das amostras com diferentes concentragdes de
agente Y

Pela andlise da figura anterior € possivel observar que as atividades antiviricas
do agente Y aumentam até as 24 h, a excecédo das 4 h, o que pode ser justificado
pelos possiveis erros mencionados na discussdo do gréafico referente ao agente X.
Também neste caso € de realcar a existéncia de desvios padrdo muito elevados e de
as diferencas observadas néo terem significado estatistico.

As atividades contra o fago MS2 de todas as concentracfes testadas séo
ligeiras apenas a partir das 24 h, a excegdo da amostra com 15,4% de agente Y que
apresenta um valor acima de 1,5 (1,58 + 1,68) logo apds as 6 h de teste. Nao se
conhece bem qual o mecanismo pelo qual este composto organico exerce a sua
atividade contra virus. Contudo, pensa-se que 0 mecanismo de acdo antiviral mais

provavel, no contexto da experiéncia, € a interacéo direta com o envelope do fago
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MS2. Isto é, podera ocorrer uma troca de ifes Zn** com as proteinas do envelope viral,
tal como acontece no caso do agente X ( Korant, Kauer e Butterworth 1974).

Da andlise da figura 4.16, € ainda possivel verificar que a atividade contra o
virus MS2 da amostra com 15,4% de agente Y € superior as das outras amostras, tal
como seria expectavel. Contudo, existe uma inconstancia nos resultados obtidos nas

primeiras 2 h de ensaio, tal como ocorreu com os valores obtidos para o agente X.

Por fim, a figura 4.17 ilustra a relacdo entre as médias das atividades
antiviricas das varias concentragcfes estudadas de agente Z.
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Fgura 4.17- Atividade antivirica ao longo do tempo das amostras com diferentes concentragdes de
agente Z

Pela analise figura 4.17 é possivel verificar que globalmente, os valores das
atividades contra o fago MS2 aumentam até as 24 h, a exce¢do da amostra com 1,0%
de agente Z, cuja atividade decresce apos 2 h (0,15 + 0,62) e volta a subir de seguida.
Novamente, este resultado pode ser justificado por possiveis erros cometidos durante
a realizacao das diluicdes decimais ou pelo atraso na andlise das amostras que pode
afetar a capacidade de infec&o do virus.

Adicionalmente, observa-se que nas primeiras 4 h de teste as atividades
antiviricas das amostras com 5,0% e 20,0% de proteina ja apresentam valores acima
de 1,5, indicando portante uma atividade antivirica ligeira; e que a partir das 6 h, todos
0s resultados séo superiores a esse valor de referéncia.

Um dos mecanismos de acédo antiviral do agente Z é a possivel interacéo direta
com as proteinas presentes no envelope do fago MS2, que pode levar a fragilizacao
do mesmo e diminuir a sua capacidade de infecdo, uma vez que as moléculas de

ligagdo deixam de reconhecer as estruturas recetoras da membrana celular (Figura
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4.18). Esta provavel explicacao esta descrita em alguns estudos realizados com outros
virus, como o HCV e o HIV. No primeiro, a proteina Z liga-se as proteinas E1 e E2 do
envelope viral e no segundo, liga-se a glicoproteina gp 120 impedindo a adsorcéo do
virus na membrana celular (Florian, et al. 2009).

Figura 4.18- Ligacado do agente Z as proteinas do envelope do virus (retirado de ( Sun e Jenssen 2012))

Outra razéo possivel para a acao antiviral do agente Z pode ser a sua ligacdo a
um determinado elemento do DNA ou RNA, uma vez que ja foi estudada essa sua
capacidade com material genético de células, interferindo com a transcricdo (He e
Furmanski 1995). Neste caso em particular, 0 agente Z pode ligar-se ao RNA do
bacteriéfago MS2 apo6s danificar o envelope e a capside do mesmo (que protege o
material genético), pelo processo referido acima para os compostos X e Y. E provéavel
gue esta hipétese esteja correta, uma vez que o pH do meio onde decorreu o ensaio
encontrava-se a 7,5 e o ponto isoelétrico da proteina é cerca de 8,7, o que lhe permite
trocar iBes com o envelope do fago devido a carga elétrica adquirida ( Levay e Viljoen
1995). No entanto, este mecanismo de ac¢ao antiviral referido foi muito pouco estudado
até ao momento e pode ocorrer apenas com alguns virus/bactérias, desconhecendo-
se se 0 bacteri6fago MS2 esta incluido nesse grupo, dado que néo existe nenhum
estudo reportado sobre o efeito do agente Z no fago ( Adlerova, Bartoskova e Faldyna
2008). Comparando as atividades contra o fago MS2 das varias concentragcfes
testadas, verifica-se que a amostra com 20,0% de agente Z apresenta valores de
atividade superiores as outras, a partir das 4 h, revelando igualmente alguma
variabilidade nas primeiras 2 h de ensaio.

Por ultimo, tal como para os outros agentes também no caso do agente Z se
observou a existéncia de elevados desvios nos resultados, o que limita naturalmente

as conclusoes.
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A tabela 4.3 compara as atividades dos trés agentes para cada concentragc&o

estudada e apés 24 h de ensaio experimental.

Tabela 4.3- Atividade antivirica dos agentes em meio liquido apés 24 h de teste

Atividade antivirica

Amostra i
ap6s 24 h
1,0 153+0,91
Agente X
50 1,61+0,88
(%)
20,0 1,69 +£ 0,52
0,8 1,70 £ 0,65
Agente Y
3,8 1,91 £ 0,65
(%)
15,4 2,04 £ 0,53
1,0 1,88 £ 0,33
Agente Z
50 2,04 £ 0,33
(%)
20,0 2,09 +0,45

Analisando apenas os resultados obtidos para as 24 h de contacto entre 0s
agentes e o fago MS2 foi possivel confirmar (Tabela 4.3) que o composto que
demonstra ter uma maior capacidade de atuar contra o virus é o0 agente Z, ou seja é
aquele que para todas as concentracOes testadas possui valores de atividade
superiores. No entanto, as concentragbes de agente Y usadas nestes ensaios Sao
inferiores 0 que pode significar que numa mesma gama de concentragdes este agente
pode ter uma atividade antivirica mais pronunciada comparativamente com os outros
dois. Verifica-se ainda que o agente X € 0 que apresenta valores de atividade
antivirica mais baixos para todas as concentracoes.

Os resultados obtidos ndo sédo os expectaveis, uma vez que 0 composto
metalico X deveria demonstrar a partida uma atividade contra o bacteriéfago MS2
superior a da proteina, tendo em conta os varios relatos na literatura relativamente ao
seu excelente desempenho como agente antivirico. Esta atividade do agente Z podera
eventualmente dever-se a uma maior eficacia do seu mecanismo de ac¢ado antiviral, na
medida em que pode ligar-se diretamente as proteinas do envelope do fago MS2,
conseguindo inativa-lo eficientemente. Ainda assim realca-se a importancia destes
resultados, uma vez que o agente Z pode ser um bom substituto aos compostos
metalicos para a funcionalizacdo de téxteis, dadas as suas desvantagens descritas na
tabela 2.1. Relativamente a sua incorporagdo em superficies rigidas, sera necessario
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aferir quais 0s custos envolvidos no processo de modificagdo para analisar a
viabilidade econdmica desta estratégia.

Contudo, os resultados obtidos para os agentes antiviricos na sua forma livre
deveriam ser confirmados com mais ensaios experimentais.

4.3.2 Atividade antivirica dos substratos sélidos funcionalizados

4.3.2.1 Substrato soélido rigido funcionalizado

Por forma a validar o método de determinacdo da atividade antivirica em
substratos sdlidos funcionalizados, determinou-se as atividades antiviricas especificas
da amostra controlo para os trés ensaios realizados. Os resultados obtidos foram de
-2,22 para o primeiro ensaio, de -1,46 para o segundo e de -0,21 para o terceiro, 0 que
parece indicar que o método é valido apenas para os dois Ultimos ensaios. Contudo, o
valor obtido para o ensaio 1 pode estar associado a erros e/ou a incidentes ocorridos
no trabalho que poderao ter afetado o fago MS2, ja referidos acima, e portanto seria
necessario a realizagdo de mais ensaios para comprovar a sua invalidacdo. Assim, os
resultados do ensaio 1 serdo discutidos neste subcapitulo.

Na tabela 4.4 estdo descritos os valores obtidos para as atividades antiviricas
das amostras funcionalizadas com os agentes X e Y e do laminado controlo, para os

trés ensaios realizados e ap6s 24 h.

Tabela 4.4- Atividade antivirica, apés 24 h, do laminado controlo e dos laminados funcionalizados com os
agentes Xe Y

Atividade antivirica apés 24 h

Amostra
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
1,0 1,69 0,43 0,77
Agente X
5,0 0,74 1,32 0,28
(%)
17,0 1,72 0,90 0,72
1,0 1,66 0,68 0,87
Agente Y
5,0 2,25 0,69 0,40
(%)
17,0 2,42 1,49 0,18
Laminado controlo 0,89 0,48 0,03

Analisando a tabela 4.4, verifica-se que os valores das atividades antiviricas

determinados nos ensaios 2 e 3 foram inferiores a 1,5, ou seja os laminados néo
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possuem atividade contra o fago MS2 (tendo por referéncia os valores da tabela 2.8),
mesmo confirmando a presenca dos agentes nos substratos pelas técnicas
qualitativas de FTIR- ATR, XPS e SEM-EDS. E contudo de realgar a amostra com
17,0% de agente Y para a qual se obteve um valor muito proximo da referéncia (1,49),
no segundo ensaio experimental. Tendo em conta os estudos reportados na literatura
seria expectavel que os laminados de agente X apresentassem resultados de
atividade antivirica elevados, o que na pratica ndo se verificou [3]. Contudo, ndo se
pode afirmar convictamente que as superficies rigidas funcionalizadas ndo possuem
atividade antivirica, dado que néo foi possivel obter, por falta de tempo, resultados de
trés réplicas em cada concentracgao inicial de fago MS2. De forma similar, também n&o
se pode concluir sobre a influéncia da concentracéo inicial de virus na atividade
antivirica dos laminados, isto é se a variacdo da concentracdo inicial de fago MS2 tem
um efeito nos valores das atividades antiviricas. Seriam necessarios, desta forma,
mais ensaios laboratoriais para a confirmacéo destes resultados.

Comparando os laminados com agente X e os laminados com agente Y ndo se
verificam grandes diferencas nos resultados obtidos para os dois ensaios validos. Por
sua vez, ao confrontar-se os valores de atividade antivirica do ensaio 2 com os do 3,
verificam-se algumas discrepancias, como por exemplo na amostra com 5,0% de
agente X, que no segundo ensaio experimental possui um valor de 1,32 e no terceiro
de 0,28. Uma possivel razdo para estes desvios é o facto dos laminados néo estarem
funcionalizados de forma homogénea, ou seja como ndo se caracterizou os substratos
rigidos através de uma técnica quantitativa desconhece-se a concentracdo do agente
X ou do agente Y em cada ponto do laminado.

Adicionalmente, realca-se o facto dos agentes antiviricos poderem libertar-se
das superficies sélidas, uma vez que nao estdo ligados irreversivelmente e portanto
pode-se estar a analisar amostras que efetivamente possuem concentragcbes de
agente bem inferiores as que supostamente deveriam possuir. Nesse sentido, a
andlise dos resultados obtidos neste trabalho devera ter em consideracdo estas
ressalvas. E de realcar que este trabalho é bastante preliminar e que a maioria dos
resultados carecem de validag&o por técnicas complementares tal como se sugere nas
recomendagdes de trabalho futuro.

Analisando os resultados obtidos nos ensaios 2 e 3 para o laminado controlo
verifica-se que este ndo possui igualmente atividade contra o bacteriéfago MS2. Seria
expectavel que esta amostra apresentasse também uma atividade antivirica ligeira,

devido a presenca de resina melaminica que possui formaldeido, composto que ja foi
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alvo de alguns estudos devido a sua capacidade de atuar contra bactérias e alguns
virus (Kandelbauer e Widsten 2009; David, Ellaby e Taylor 1969).

Pela andlise da tabela 4.4, verifica-se ainda que o ensaio 1 € 0 que apresenta
melhores resultados, na medida em que todas as amostras apresentam uma acao
ligeira contra o bacteri6fago MS2, com exce¢do da amostra com 5,0% de agente X
gue apenas possui uma atividade de 0,74. Se ensaios posteriores permitissem a
validacdo deste ensaio e obtivessem resultados semelhantes, estes seriam positivos
porque uma atividade significativa (log,, UFP > 4,0) revelava que a superficie rigida
poderia ser agressiva para a saude humana, pelo facto dos agentes se libertarem ao
longo do tempo. Assim, o ideal sera sempre que o0s laminados possuam uma atividade
antivirica ligeira, até porque desconhece-se os efeitos secundéarios destes agentes na
saude humana.

Comparando os valores para as atividades antiviricas das superficies rigidas
com os dos agentes em meio liquido, verifica-se uma clara disparidade. Como seria de
esperar, os resultados foram melhores em meio liquido, uma vez que o agente se
encontra no seu estado livre. A capacidade dos agentes atuarem contra o fago MS2
pode ser afetada pela funcionalizagéo dos substratos solidos, uma vez que 0s grupos

funcionais nédo estéo téo disponiveis para atuar como nos agentes em meio liquido.

4.3.2.2 Substrato sélido flexivel funcionalizado

O teste realizado para o substrato flexivel foi considerado valido, depois da
determinacdo das atividades antiviricas especificas das amostras controlo apés 24 h,
cujos resultados foram de -1,30 para o ensaio 1, de -1,19 para o ensaio 2 e de -1,15
para o ensaio 3.

O valor médio da atividade antivirica da amostra téxtil com 0,1% de agente Z
apos 24 h foi de 0,08 £ 0,07, o que sugere que o substrato funcionalizado n&o possui
atividade contra o bacteriéfago MS2. O facto de a concentracdo da proteina ser muito
baixa no tecido de algoddo podera ser uma explicacdo para o resultado obtido,
corroborada com o0s resultados negativos na caracterizacdo do substrato
funcionalizado através do FTIR- ATR e SEM- EDS. No entanto, outros ensaios
deveriam ser realizados para a comprovacao destes resultados.
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5.Conclusdes

Os resultados obtidos durante a realizagdo do presente trabalho permitiram
tirar algumas conclusdes importantes.

Relativamente aos substratos sélidos funcionalizados, usando as técnicas de
caracterizacdo foi possivel confirmar a presenca dos agentes X e Y nos laminados,
embora ndo tenha sido evidente a funcionalizagdo do téxtli como o agente Z
Adicionalmente, os testes para aferir a formacdo de um complexo agente
Z.ciclodextrina foram inconclusivos, o que sugere uma baixa “afinidade” entre as duas
moléculas.

Na determinacéo da atividade dos agentes antiviricos na sua forma livre contra
o fago MS2, verificou-se que a partir das 6 h os valores das atividades das
concentragOes testadas sdo, de um modo geral, superiores a 1,5, o que indica que
possuem uma capacidade antivirica ligeira. As amostras com a concentragdo mais
elevada de agente demonstraram genericamente possuir uma atividade superior. No
entanto, € de realcar que se observou alguma variabilidade nos resultados obtidos
para as primeiras 4 h de ensaio. Comparando os diferentes agentes verificou-se que o
agente Z possuiu uma maior capacidade de atuar contra o virus e que o agente X foi o
composto que apresentou valores de atividade inferiores.

Os resultados observados com os agentes livres ndo puderam ser confirmados
aquando da sua ligacdo aos substratos solidos. Verificou-se que os laminados com os
agentes X e Y e o laminado controlo ndo possuiam qualquer atividade antivirica contra
0 bacteri6fago MS2. O mesmo foi observado no caso do téxti com o agente Z
adsorvido. Contudo, uma vez que estes resultados sédo preliminares ndo se pode
afirmar que as superficies sdlidas funcionalizadas ndo possuem qualquer atividade
contra virus, carecendo os resultados de confirmacao pela realiza¢ao de réplicas.

Em suma, conclui-se que o método desenvolvido para a determinacdo da
atividade antivirica apresentou desvios padrées elevados e uma maior instabilidade
nos resultados obtidos nas primeiras horas de ensaio experimental, o que pode limitar

a sua utilizacdo como ferramenta de detecéo de atividade antivirica.
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6.Recomendacdes

Com o intuito de melhorar o desenvolvimento de substratos solidos com
capacidade antivirica apresentam-se algumas recomendacfes que podem ser
importantes para trabalhos futuros.

A primeira consiste na utilizagdo de métodos mais adequados para a
incorporacdo dos agentes antiviricos nas superficies solidas, ou seja métodos que
permitam tornar a ligacdo entre o agente e a superficie do material mais forte e
estavel, impedindo que o composto se liberte de forma facil e rapida. No caso
particular da proteina Z, serd de explorar a possibilidade de a encapsular pois essa
estratégia permite uma melhor inclusdo no substrato téxtil e além disso permite
controlar a sua libertagcdo para o meio. Para o efeito, ser4 essencial encontrar outro
solvente compativel com a proteina (que ndo promova a sua deshaturacdo) e que
permita simultaneamente aumentar a concentracao relativa de B- ciclodextrina.

Relativamente & caracterizacdo dos materiais, sugere-se a utlizacdo de
técnicas de analise quantitativa, como ICP-MS, que permitam aferir a uniformidade da
funcionalizacdo do substrato, bem como determinar a quantidade de agente que se
liberta ao longo do tempo para o meio.

Nos ensaios de determinagdo da atividade antivirica dos substratos flexiveis e
rigidos, serd preferivel estudar somente os tempos de amostragem Oh e 24 h,
reduzindo assim possiveis erros de pipetagem nas diluicdes decimais das amostras e

0s atrasos verificados na andlise das mesmas.
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Anexos

Anexo A: Curvas de calibracdo da proteina Z

A.1- Curvade calibracdo da proteina Z em meio aquoso

A curva de calibracdo do agente Z, em meio aquoso, foi determinada atraves
da leitura da absorvancia de solucfes obtidas a partir de uma solu¢do mae 0,006 g/ml
de agente Z. A absorvancia estd compreendida entre 0,4 e 1,1 num comprimento de
onda de 294 nm, como se pode observar pela figura A.1. O limite de detecéo € de
0,0003 e o limite de quantificagdo de 0,0008.

1 -
e 08
c
S
@/ 0,6 N
it
2 04 - y = (159,21 +19,59)x + (0,25 + 0,06)
< R2 =0,9922
2 02 -
<
O T T T T 1
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005
Concentracédo de agente Z (g/ml)

FHgura A.1 -Curva de calibracdo do agente Z em meio aquoso

A.2- Curvade calibracdo do agente Z em meio tamponado

A curva de calibragdo agente Z, em meio tampdo carbonato (pH=9), foi
determinada através da leitura da absorvancia de solu¢des obtidas a partir de uma
solugdo mae 0,006 g/ml de agente Z. A absorvancia estd compreendida entre 0,2 e 0,9
num comprimento de onda de 295 nm, como se pode observar pela figura A.2. O limite
de detecéo é de 0,0002 e o limite de quantificac&o de 0,0007.
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3 0.2 y = (298,28 + 28,15)x + (0,09 + 0,04)
< R2 = 0,9954
0 . . .
0,000 0,001 0,002 0,003
Concentracdo de agente Z (g/ml)

FHgura A.2 - Curva de calibracéo do agente Z em tampéao carbonato
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Anexo B: Calculos efetuados na funcionalizacdo do tecido de
algoddo com o agente Z

B.1- Célculos do teste Job plot

Para a construcdo do Job plot, foram preparadas sete solu¢gbes de 12 ml com
concentracOes diferentes de agente Z e - ciclodextrina, feitas a partir de uma solugéo
mae de agente Z de 0,006 g/ml e de uma solugcdo mae de B- ciclodextrina de 0,0001
g/ml. De modo a determinar que volume de cada espécie seria colocado em cada
solugdo, foram efetuados alguns calculos através das equacdes que se enunciam a
seguir.

Para calcular a massa de agente Z presente na solucdo 1 foi utlizada a
seguinte equacdo, partindo-se de um valor inicial de concentracdo da proteina de
4,0E-03 g/ml.

my, = Cpo X Vi Equacao B.1

Onde:

m_ € a massa de agente Z na solucéo (g)

C.o € a concentragao inicial de agente Z na solugéo 1 (g/ml)
V; é o volume total da solugéo (12 ml)

Na determinacdo do nUmero de moles total em cada solugdo empregou-se a
equacao B.2.

my,

N, =~

Equacgao B.2

Onde:
N; € o numero de moles total (fixo) em cada solugédo (mol)
M. é a massa molar do agente Z (80 000 g/mol)

A equacdo B.3 foi usada para o calculo do niumero de moles do agente Z

presente em cada uma das solugdes.
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N, =N X F, Equacdo B.3

Onde:
F. é a fragcdo arbitrada do agente Z na solugao

N. € o nimero de moles do agente Z presente na solu¢ao (mol)

Para determinar a massa de proteina presente nas solu¢cbes seguintes a

solucéo 1, utilizou-se a seguinte equagao.
m;, = N, X M, Equacao B.4

O célculo da concentracdo do agente Z nas solugfes seguintes a solugéo 1 foi

feito a partir da equacgéo B.5.

my,

C =
L Vt

Equacdo B.5

Onde:
C. é a concentracao do agente Z nas solugdes, a excecédo da solugéo 1 (g/ml)

Na determinacédo do volume de agente Z a adicionar a cada solugdo foi
empregue a seguinte equacgao.

_ CML XCL

L= V. Equacgdo B.6

Onde:
V. € o volume de agente Z adicionado em cada solucéo (ml).
Cw. € a concentracdo do agente Z na solugdo mae (g/ml).

Para calcular o numero de moles de - ciclodextrina presente em cada uma
das solucdes utilizou-se a equacéo B.7.

Nc=N¢x (1 —=Fp) Equacio B.7
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Onde:

Nc € o nimero de moles de B- ciclodextrina presente na solu¢c&o (mol)

Os restantes célculos para a B- ciclodextrina foram feitos com equacdes

semelhantes as B.4, B.5 e B.4, sendo a massa molar de (- ciclodextrina de 1

135,01g/mol. Acrescentou-se agua destilada até perfazer os 12 ml.

A tabela B.1 demonstra os resultados obtidos para cada variavel através das

equacdes acima mencionadas.

Tabela B.1 - Valores obtidos para o teste do Job plot

Solugéo (12 ml) 1 2 3 4 5 6 7
Fracdo molar de
1,0 0,8 0,7 0,5 0,3 0,2 0,0
agente Z
Concentracao de 40E- 3,2E- 28E- 20E- 1,2E- O0,8E- O0,0E-
agente Z (g/mol) 03 03 03 03 03 03 03
Massa de 4,80E- 3,84E- 3,36E- 2,40E- 1,44E- 0,96E- 0,00E-
agente Z(g) 02 02 02 02 02 02 02
Moles de 6,00E- 4,80E- 4,20E- 3,00E- 1,80E- 1,20E- 0,00E+
agente Z (mol) 07 07 07 07 07 07 00
Volume de
8,00 6,40 5,60 4,00 2,40 1,60 0,00
agente Z (ml)
Fracdo molar de
0,0 0,2 0,3 0,5 0,7 0,8 1,0
B- ciclodextrina
Concentracao de 0,0e- 10E- 20E- 3,0E- 4,0E- 50E 6,0E-
B- ciclodextrina (g/mol) 05 05 05 05 05 05 05
Massa de 0,00E+ 1,36E- 2,04E- 3,41E- 4,77E- 5,45E- 6,81E-
B- ciclodextrina (g) 00 04 04 04 04 04 04
Moles de 0 1,20E- 1,80E- 3,00E- 4,20E- 4,80E- 6,00E-
B- ciclodextrina (mol) 07 07 07 07 07 07
Volume de
_ , 0,00 1,36 2,04 3,41 4,77 5,45 6,81
B- ciclodextrina (ml)
Volume de agua
4,00 4,24 4,36 4,59 4,83 4,95 5,19

destilada (ml)
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B.2- Célculos do segundo teste de averiguacao da formacédo de um
complexo de inclusao

No segundo teste, preparou-se oito solucdes diferentes, feitas a partir de uma
solucdo mae de agente Z de 0,006 g/ml e de uma solugdo mae de [3- ciclodextrina de
0,030 g/ml. Para determinar que volume de cada espécie seria colocado em cada
solucéo, foram realizados alguns célculos através de uma equacdo semelhante a da
B.6. Para perfazer os 12 ml utilizou-se tampdao carbonato. Os resultados obtidos estéo

apresentados na tabela B.2.

Tabela B.2 - Valores obtidos para o segundo teste de averiguagdo da formacéo de um complexo entre o
agente Z e a f3- ciclodextrina

Solucao (12 ml) 1 2 3 4 5 6 7 8

Concentracdo de 1,20E- 1,20E- 1,20E- 1,20E- 1,20E- 0,0E- O0,0E- O0,0E-
agente Z (g/ml) 03 03 03 03 03 03 03 03

Volume de
2,39 2,39 2,39 2,39 2,39 0,00 0,00 0,00
agente Z (ml)

Concentracao de
6,00E- 1,20E- 1,80E- 2,16E- 2,40E- 6,00E- 1,80E- 2,40E-

B- ciclodextrina
03 02 02 02 02 03 02 02

(g/ml)

Volume de
B- ciclodextrina 2,40 4,80 7,20 8,64 9,60 2,40 7,20 9,60

(ml)

Volume de tampéo
7,21 4,81 2,41 0,97 0,01 9,60 4,80 2,40
carbonato (ml)
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B.3- Percentagem de agente Z funcionalizada no tecido de algodao

Na tabela B.3 encontram-se apresentados os resultados obtidos para as

pesagens feitas dos substratos téxteis controlo e funcionalizado com a proteina Z.

Tabela B.3 — Resultados obtidos para as pesagens dos substratos téxteis controlo e funcionalizado

Téxtil controlo

Téxtil funcionalizado

Peso inicial (g)

0,9772 £ 0,0001
0,9777 £ 0,0001
0,9779 + 0,0001

0,9981 + 0,0001
0,9982 + 0,0001
0,9980 + 0,0001

Média (g)

0,9776 + 0,0003

0,9981 + 0,0003

Peso final (g)

0,9921 + 0,0001
0,9920 + 0,0001
0,9920 + 0,0001

1,0403+ 0,0001
1,0404+ 0,0001
1,0403+ 0,0001

Média (g)

0,9920 * 0,0003

1,0403 + 0,0003

Para determinar o peso por area do tecido de algodéo controlo utilizou-se a

seguinte equacao.

Onde:

A, é 0 peso por area do téxtil controlo (g/cm?)

Equacao B.8

Pcr € a média do peso final do tecido de algod&o controlo (g)

A, é a area do tecido de algod&o controlo (61 cm?)

calculado pela equacéo B.9.

AL:

Onde:

A_ é 0 peso por area do téxtil funcionalizado (g/cm?)

O peso por area do tecido de algoddo funcionalizado com o agente Z foi

Pre
AaL

Equacao B.9
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P.s € a média do peso final do tecido de algodao funcionalizado (g)

A.. € a area do tecido de algod&o funcionalizado (63 cm?)

Para determinar a percentagem em massa de agente Z que ficou incorporada

no tecido de algodédo modificado aplicou-se a seguinte equagao.

[(AL - Ac) X cLs] X AaL
Pre

% Agente Z = < ) X 100% Equacdo B.10

Onde:

C.s é a concentracdo de agente Z na solugdo em que foi mergulhado o tecido de
algodéo (g/ml)

P+ € a média do peso final do tecido de algodéo funcionalizado com o agente Z (g)
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Anexo C: Composicado das solucdes e meios de cultura utilizados
nos ensaios da determinacdo da atividade antivirica

O meio utilizado para o crescimento da bactéria E. coli foi o LB da NZYTech e

na tabela C.1 encontra-se a sua composigao:

Tabela C.1 - Composigdo do meio LB (25 g/l)

Composto Concentracao (g/l)
Triptona 10
Cloreto de sédio 10
Extracto de levedura 5

A composicdo do meio LB agar da NZYTech para a cultura em placa encontra-
se natabela C.2:

Tabela C.2 - Composicdo do meio LB agar (40 g/l)

Composto Concentracéao (g/l)
Triptona 10
Cloreto de sddio 10
Extracto de levedura 5
Agar 15

O meio LB top agar 0,7% para a cultura em placa é constituido por 25 g/l de

meio LB e por 7 g/l de Agar.

A composic¢ao do tampao SM é demonstrada na tabela C.3:

Tabela C.3 - Composicado do Tampé&o SM

Composto Concentracao
Cloreto de sodio 5,8 g/l
Sulfato de magnésio heptahidratado 2 g/l
1M Tris- HCI, pH=7,5 50 ml/I
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Anexo D: Célculos efetuados na determinacdo da atividade
antivirica

D.1- Volume de agente adicionado a cada solucao

Para a determinagéo do volume de agente adicionado a cada solugéo foram
necessarios alguns calculos preliminares realizados a partir de equacdes que se

enunciam a seguir. A tabela D.1 demonstra alguns dados sobre os agentes antiviricos.

Tabela D.1 — Massa molar e densidade de cada agente

Agente Massa molar (g/mol) Densidade
Agente X 300,1 1,0
Agente Y 317,7 1,3
Agente Z 80 000,0 1,0

O célculo da massa de agente presente no meio foi efetuado com recurso a
equacédo D.1.

_ GxAq . <0 D.1
Ma =500 quagao D.

Onde:

m, € a massa de agente presente na solucao (g)

G é a gramagem da resina (0,15 mg/cm?)

A, é a area do laminado utilizada no ensaio (6,25 cm?)

Na determinacdo do numero de moles de agente empregou-se a equacgao
seguinte.

N, =— Equagdo D.2

Onde:
N, € o nimero de moles de agente presente na solugéo (mol)

M. é a massa molar de agente (g/mol)
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A equacéo D.3 foi utilizada para calcular a concentragdo micromolar de agente

presente no meio.

N
Co= (V—a) X 1E106 Equagdo D.3

m

Onde:
C, é a concentragdo de agente presente na solugéo (uM)
Vi € 0 volume total do meio onde decorre 0 ensaio (20 ml)

Para determinar o volume de agente adicionado a cada solugdo empregou-se a

seguinte equacao.

V, = <M> x 1000 Equagdo D.4
@ 100

Onde:
V, € 0 volume de agente a adicionar a cada solu¢éo ()

Os resultados obtidos para o calculo do volume a adicionar de cada agente
encontram-se apresentados na tabela D.2. Previamente foram feitas solugdes méae de

cada agente com uma concentra¢ao de 1E-04 mol/l.

Tabela D.2 - Quantidade de agente adicionado a cada solucdo

Volume de agente determinado (pl)

Agente Concentracéo Concentracao Concentracéao
baixa média alta
Agente X 31,24 156,21 624,77
Agente Y 23,44 117,20 468,75
Agente Z 0,12 0,60 2,34
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D.2- Contagem de UFP

Na tabela D.3 demonstram-se os resultados obtidos apos a contagem de UFP
de cada amostra, ao longo das 24 h de ensaio experimental, no ensaio com 0s

agentes em meio liquido.

Tabela D.3 - Logio (UFP) ao longo do tempo para cada amostra do ensaio em meio liquido

Ensaio 1

Amostra Logip (UFP) para cadatempo de amostragem
Oh 1h 2h 4h 6h 24h
1,0% 5,94 6,39 7,24 6,12 7,57
Agente X 5,0% 6,13 6,56 6,81 6,23 7,35
20,0% 7,26 6,59 6,60 5,11 6,99
0,8% 6,09 6,76 6,72 7,00 7,13
Agente Y 3,8% 5,52 6,56 6,20 7,04 5,97
15,4% 5,15 6,68 7,22 7,34 6,50
1,0% 5,76 8,53 4,95 7,00 6,55
Agente Z 5,0% 6,57 7,66 5,20 6,99 6,29
20,0% 7,23 8,70 5,52 6,62 6,43
Controlo 7,99 7,51 8,81 7,88 7,00 7,95

Ensaio 2

Amostra Logio (UFP) para cadatempo de amostragem
Oh 1h 2h 4h 6h 24h
1,0% 7,54 7,57 8,10 5,34 5,18
Agente X 5,0% 8,36 7,08 7,76 5,08 4,95
20,0% 7,65 7,95 7,76 5,75 5,36
0,8% 8,02 7,86 8,13 5,81 5,32
Agente Y 3,8% 8,37 7,88 7,90 5,26 5,04
15,4% 7,91 7,72 6,76 5,59 4,85
1,0% 7,61 8,17 7,20 5,69 5,26
Agente Z 5,0% 8,19 7,52 6,20 5,23 5,04
20,0% 8,19 7,54 5,56 5,15 4,90
Controlo 7,88 7,94 7,65 7,60 7,74 7,46
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Ensaio 3

Amostra Logio (UFP) para cadatempo de amostragem
Oh 1h 2h 4h 6h 24h
1,0% 7,88 7,64 7,40 5,90 5,11
Agente X 5,0% 7,15 7,18 7,04 5,36 5,32
20,0% 7,40 7,46 6,95 571 5,03
0,8% 7,98 7,83 7,51 5,79 4,90
Agente Y 3,8% 7,76 7,77 7,67 6,26 5,73
15,4% 7,95 7,61 7,08 5,69 5,00
1,0% 7,64 7,28 6,90 5,40 5,02
Agente Z 5,0% 7,23 7,18 6,99 5,23 4,99
20,0% 7,34 6,90 6,95 5,11 4,85
Controlo 8,04 8,02 7,98 7,76 7,66 6,90

Na tabela D.4 apresentam-se os valores adquiridos apos a contagem de UFP

de cada amostra, ao longo das 24 h de ensaio experimental, no ensaio dos substratos

rigidos funcionalizados.

Tabela D.4 - Logio (UFP) ao longo do tempo para cada amostra do ensaio com os laminados

Ensaio 1
Logio (UFP) para cadatempo de amostragem

Amostra
Oh 1h 2h 4h 6h 24h
Laminado 1,0% 6,32 5,562 8,12 5,36 5,48
com 5,0% 6,64 8,88 7,31 6,06 6,42
agente X 17,0% 6,94 7,99 8,65 7,24 5,45
Laminado 1,0% 6,32 8,07 6,12 5,64 5,51
com 5,0% 6,50 8,11 8,67 5,78 491
agente Y 17,0% 6,94 8,39 8,17 5,57 4,74
Laminado controlo 6,56 7,17 7,30 7,25 6,28
Controlo 9,38 7,72 8,14 8,57 7,81 7,16
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Ensaio 2
Logio (UFP) para cadatempo de amostragem
Amostra
Oh 1h 2h 4h 6h 24h
Laminado 1,0% 8,62 8,52 8,91 5,81 6,37
com 5,0% 9,89 7,08 7,04 6,38 5,48
agente X 17,0% 9,03 8,88 8,08 6,63 5,90
Laminado 1,0% 9,84 8,15 7,00 7,13 6,12
com 5,0% 9,57 7,85 6,75 6,86 6,11
agente Y 17,0% 9,69 7,54 8,40 7,32 5,31
Laminado controlo 8,62 8,76 8,28 7,18 6,32
Controlo 8,26 9,43 9,47 8,67 7,00 6,80
Ensaio 3

Amostra Logio (UFP) para cada tempo de amostragem
Oh 1h 2h 4h 6h 24h
Laminado 1,0% 7,43 7,59 7,56 7,72 7,06
com 5,0% 7,26 5,00 7,20 7,26 7,56
agente X 17,0% 7,38 6,64 7,78 7,74 7,11
Lamninado 1,0% 7,81 7,43 7,52 7,00 6,96
com 5,0% 7,91 7,63 7,48 7,22 7,43
agente Y 17,0% 7,37 7,45 7,56 7,29 7,65
Laminado controlo 7,40 7,93 8,05 8,00 7,80
Controlo 8,04 7,78 7,98 7,58 7,85 7,83

Os resultados obtidos apdés a contagem de UFP dos téxteis controlo e
funcionalizado com o agente Z, ao longo das 24 h de ensaio experimental, encontram-

se representados na tabela D.5.

Tabela D.5 - Log10 (UFP) ao longo do tempo para cada amostra do ensaio com os substratos flexiveis

Ensaio 1
Logio (UFP) para cada tempo de amostragem

Amostra

Oh 1h 2h 4h 6h 24h
Téxtil com 0,1% de

8,58 8,43 8,39 7,38 7,37

agente Z
Téxtil controlo 8,60 8,62 8,45 8,45 7,33 7,30

Pagina 82



Anexos

Ensaio 2
Logio (UFP) para cadatempo de amostragem
Amostra
Oh 1h 2h 4h 6h 24h
Téxtil com 0,1% de
8,58 8,41 8,60 7,38 7,33
agente Z
Téxtil controlo 8,60 8,61 8,46 8,56 7,47 7,41
Ensaio 3
Logio (UFP) para cadatempo de amostragem
Amostra
Oh 1h 2h 4h 6h 24h
Téxtil com 0,1% de
8,60 8,43 8,32 7,47 7,41
agente Z
Téxtil controlo 8,60 8,60 8,51 8,38 7,47 7,45
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