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RESUMO

O avanco tecnologico obtido através dos tempos permitiu o surgimento de uma nova
classe de materiais, os biomateriais, cujas fungdes principais sdo o auxilio ou a
substituicdo de partes do corpo humano. Para a fabricacdo de préteses e/ou
implantes podem ser utilizados os polimeros. A utilizacdo de tais dispositivos
médicos pode ocasionar o surgimento de alguns problemas, como a
incompatibilidade da prétese com o organismo e a contaminagdo por bactérias,
sendo o ultimo um problema grave, podendo ser fatal. A contaminagcdo por
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus pode causar graves infeccgoes.
Uma das formas de se resolver este problema €& através do tratamento de
superficies, pois a adesao das bactérias € dependente das propriedades superficiais
dos biomateriais. Uma técnica de tratamento superficial bastante promissora é o
tratamento a plasma de descarga luminescente. Foram realizados tratamentos de
superficies em poliuretano e silicone utilizando plasmas de SFs com diferentes
condigbes de tratamento, com o objetivo de se conseguir superficies hidrofobicas e a
nao adesdo de microrganismos nessas superficies. Apds o tratamento as amostras
foram contaminadas com as bactérias S. aureus e P. aeruginosa. Observou-se que
embora o tratamento a plasma tenha conferido comportamento hidrofébico aos
polimeros, ainda ndo conseguiu-se chegar a superficies ideais para inibir a adeséo
de microrganismos.

Palavras chaves: tratamento a plasma, poliuretano, silicone, Staphylococcus

aureus e Pseudomonas aeruginosa.
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ABSTRACT

The technological advance attained through time, allowed the appearance of a new
class of materials, the biomaterials, which main functions are: to help or to replace
parts or sick organs of the human body. For the manufacture of prosthesis and/or
implants, polymers can be used as biomaterials. The use of prosthesis or implants
may cause the appearance of some problems, such as the incompatibility between
the prosthesis and the organism and the contamination caused by bacteria. This last
one is a serious problem, since it may lead to death. The contamination by
Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus can cause serious infections.
One possible way to solve this problem is through the surface treatment, since the
adhesion of the bacteria depends on the superficial properties of the biomaterial. A
promising technique of superficial modification is the treatment through glow
discharge plasma. In this work, polyurethane and silicone coupons were exposed to
SFs glow discharge plasmas with different conditions of treatment. After the
treatment, the coupons were contaminated with the P. aeruginosa e S. aureus. Even
though the plasma treatment gives a hydrophobic behavior to the polymer, it can’t

obtain the ideal surfaces who inhibit the bacterial adhesion.

Key Words: glow discharge, polyurethane, Sthaphylococcus aureus e

Pseudomonas aeruginosa.
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1. INTRODUGAO

O desenvolvimento tecnologico da medicina e da engenharia de materiais
tem possibilitado que cada vez mais materiais artificiais sejam empregados como
dispositivos médicos para substituir ou auxiliar o funcionamento de érgédos humanos.
Neste sentido, podem ser usados materiais ceramicos, metalicos ou poliméricos,
sendo que os Ultimos sdo os mais amplamente utilizados'. Eles podem ser
encontrados, por exemplo, em coragdes artificiais?, catéteres?, isolantes dos fios de
marcapasso* e valvulas cardiacas®. Entretanto, um dos grandes problemas
associados a utilizacdo de polimeros como dispositivos médicos € a sua
contaminagao por bactérias. Segundo o Manual de Microbiologia Clinica para o
controle de Infeccdo em Servigcos de Saude® (2004, p.7) “diferentes microorganismos
como bactérias, fungos e virus causam infecgbes hospitalares. O grupo de
patdgenos, no entanto, que se destaca é o das bactérias”. Nesse mesmo estudo,
sdo citados os agentes mais comuns de infecgdes nosocomiais. Dentre todos os
citados estdo a Pseudomonas aeruginosa e o Staphylococcus aureus. Pesquisas
anteriores também ja citavam tais bactérias; o programa SENTRY — Antimicrobial
Surveillance Program realizou um estudo onde foram isoladas as bactérias
presentes no trato respiratério de pacientes internados em 11 hospitais brasileiros.
Apds a analise de 525 casos, constatou-se a presenca da Pseudomonas aeruginosa
em 30,1% dos casos e Staphylococcus auerus em 19,6%, conforme pode ser

verificado na Tabela 1.
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Tabela 1: Classificagdo das espécies bacterianas de acordo com a prevaléncia encontrada nas

amostras’:

Ordem de prevaléncia % n
Pseudomonas aeruginosa 30,1 158
Staphylococcus aureus 19,6 103
Acinetobacter spp. 13 68
Klebsiella spp. 9,5 50
Enterobacter spp. 8,4 44
Enterococcus spp. 4 21
Serratia spp. 4 21
Escherichia coli 3,4 18
Stenotrophomonas maltophilia 2,5 13

Proteus spp. 1 5

Pacientes contaminados com tais bactérias estdo sujeitos a graves
infecgbes hospitalares, com taxas de mortalidade de 30 a 60% dos doentes. Estima-
se que 15% de todas as mortes associadas a hospitalizagdo estejam diretamente
relacionadas a pneumonias hospitalares. Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus sao também as bactérias que apresentaram maior
resisténcia aos tratamentos antimicrobianos’®.

Normalmente o desenvolvimento de colénias de bactérias pode ser
erradicado pela desinfeccao da superficie afetada ou tratando o organismo com
antibiotico. Entretanto, bactérias podem aderir de forma irreversivel a superficies dos
materiais implantados. Essas bactérias aderidas podem se multiplicar formando
culturas complexas e produzir substancias que envolvem suas células. Esta
estrutura é chamada de biofiime e é na maioria das vezes impossivel de ser

erradicada com o uso de antibidticos. As substancias produzidas pelas bactérias
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agem como barreiras fisicas e quimicas que as protegem de agentes externos. Em
grande parte dos casos, a presenca do biofiime nas préteses e implantes leva a
remogao ou substituicdo dos mesmos, o que é sempre uma situagao traumatica para
o paciente. Por esse motivo € de grande interesse o desenvolvimento de materiais
imunes a adesao de bactérias.

Uma possivel solugao para este problema pode estar na interagao entre a
superficie do biomaterial e a bactéria. Tem sido observado que as propriedades
superficiais do biomaterial tém um efeito significativo na colonizagdo e adesao das
bactérias. Uma das possiveis solugdes para este tipo de problema é o tratamento da
superficie do biomaterial, tornando-a ndo propicia para a adesao de bactérias. Entre
as diferentes formas de modificagao de superficie, podem ser utilizadas aquelas
baseadas em plasmas de descargas luminescentes.

Neste trabalho estudou-se o tratamento superficial de amostras de
poliuretano e de silicone através da exposicéo a plasmas de descarga luminescente
de hexafluoreto de enxofre (SFs). Apds o tratamento das superficies foram testadas
algumas metodologias para fazer a quantificacdo das bactérias aderidas aos
materiais modificados. Em uma primeira tentativa, as amostras foram inoculadas em
caldo com Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, sendo
posteriormente lavadas, diluidas e plagueadas. Em uma segunda fase do trabalho
foi testada a leitura da absorbancia de solugbes modificadas por bactérias através
de um leitor de microplacas Elisa. Paralelamente ao estudo de quantificagédo de
bactérias aderidas, foram feitas medidas de angulo de contato nas amostras para
verificagdo da hidrofobicidade das superficies e espectroscopia de absorgdo de
infravermelho, para determinagéo de possiveis modificagbes na composi¢cao quimica

das superficies tratadas.
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2. FUNDAMENTAGAO DO TRABALHO

2.1.Conceituacao do estado de Plasma

A palavra plasma foi usada pela primeira vez em 1927 por Langmuir, que
trabalhou com descargas em baixas pressdes. Nestas descargas, a luminosidade
produzida pelo gas espalhava-se pelo sistema de vacuo. Langmuir introduziu a
palavra plasma para descrever o gas ionizado®.

Basicamente, o plasma é um gas ionizado. Atualmente define-se o
plasma como um gas parcialmente ionizado, mas eletricamente neutro, consistindo
de uma mistura de elétrons, particulas carregadas positiva e negativamente, atomos

neutros e moléculas® '°.

2.2 A geragao do plasma
Para a geragéo do tipo de plasma empregado neste trabalho, os chamados
plasmas de descarga luminescente, sdo necessarios trés itens: Uma fonte de

energia para que o gas seja ionizado, um reator e um sistema de vacuo'.

2.2.1.Fonte de energia
Os plasmas sao gerados pelo fornecimento de energia a um gas neutro,
causando a formacido de espécies excitadas e ionizadas'™ ', dando origem a
particulas (elétrons, ions, atomos) que formam o plasma.
Para a existéncia de um plasma, € necessario que atomos e moléculas
percam elétrons, isto €, sejam ionizados. Para que isso aconteca € necessario que

os elétrons recebam energia. Ha duas formas principais dos atomos ganharem
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energia: através de colisdes inelasticas entre particulas (dtomo — atomo, atomo —
ion, atomo — elétron e ion — elétron) e através da absorcao de fotons™.

Quando colisbes entre elétrons e particulas produzem estados excitados,
as particulas que receberam energia poderao sofrer ionizagéo.

Quando duas particulas colidem inelasticamente, a Lei de conservagao de

energia fornece:

E +E =E +E+0 (2.1)

[ Cy
Onde E. e E'. sao, respectivamente, as energias cinéticas da particula i

antes e depois da colisdo. & € a energia absorvida pela coliséo

Se @ for maior que a energia de ionizagcao necessaria para ionizar a
particula, a colisdo conduz a ionizacao diretamente; se ® for menor que a energia de
ionizagdo, mas maior que a energia de excitacdo, os elétrons nos atomos das
particulas sdo excitados e permanecem assim por um curto periodo de tempo.
Posteriormente, o excesso de energia é liberado e os elétrons voltam ao seu estado
original. No processo de decaimento, os elétrons emitem o excesso de energia como
fétons. Se os atomos que estdo em estados excitados adquirem alguma energia de
outras particulas por colisdes inelasticas, a ionizagdo dos atomos pode ser possivel,
mesmo que a energia transferida em cada colisdo seja menor que a energia de
ionizagao. Isto ocorre quando o tempo de vida da espécie excitada € longo (estado
metaestavel).

Da mesma forma que as colisbes inelasticas, quando os atomos
absorvem um féton de energia pode ocorrer a fotoionizagéo se a energia absorvida
for maior que a energia de ionizagédo; pode ocorrer fotoexcitacdo se a energia
absorvida for maior que a energia de excitacdo, mas menor que a energia de

ionizagao.
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Um plasma é estavel quando as colisdes entre as espécies do gas sao
suficientemente intensas para que elétrons sejam arrancados de seus atomos. Além
disso, o gas é rarefeito, de maneira que os elétrons removidos tém pouca
probabilidade de se recombinar com ions positivos. Finalmente a estabilidade do
plasma é garantida também por fontes externas de energia, como campos elétricos
e radiagdes intensas o suficiente para provocar frequientes ionizagoes.

O fornecimento de energia para um plasma pode ser feito através de
combustéo, chama, descarga elétrica, rea¢cdes nucleares controladas, dentre outros.
Entretanto, o método mais utilizado é o da descarga elétrica por ser capaz de
fornecer energia para manter o plasma por um periodo relativamente longo de
tempo.

A diferenca de potencial elétrico utilizado para gerar e manter o plasma
pode ser continua (CC) ou alternada (CA). Em geral, as frequiéncias de excitagédo
mais utilizadas sao 13,56 MHz (radiofreqiiéncia — rf) e 2,54 GHz (microondas).

Tipicamente, o fornecimento de energia para as espécies do gas contido
no reator onde sera gerado o plasma é feito a partir de um par de eletrodos
colocados no interior do reator e acoplados de forma capacitiva a um gerador

elétrico™.

2.2.2.Reator
A camara ou reator onde sera estabelecido o plasma pode ter varias
formas. Tais formas sao determinadas pela aplicagdo e conveniéncia, sendo mais
comuns os reatores tubulares e aqueles em forma de sino. Os materiais mais

utilizados sdo o ago inox e o vidro™.
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2.2.3.Sistema de vacuo
Diferentes configuragbes podem ser empregadas para evacuar o reator.
O bombeamento pode ser realizado simplesmente por bombas rotativas de palhetas
ou através de sistemas mais potentes, envolvendo tipicamente bombas difusoras,

turbo moleculares ou roots.

2.3.Processos a Plasma
Trés processos podem ser destacados entre as diversas técnicas de
tratamento superficial de materiais utilizando plasmas:
e Implantagao ibnica por imersdao em plasma (IlIP);
e Polimerizagéo a plasma;

e Tratamento de superficie com plasma.

2.3.1.Implantagao idnica por imersao em plasma (llIP)

A implantacdo idnica por imersdo em plasma (IlIP)'> &€ um processo de
tratamento onde atomos ou moléculas séo ionizados no plasma, acelerados por um
campo elétrico e implantados na superficie do material alvo que também se encontra
envolvido pelo plasma. Os ions penetram e transferem sua energia para o substrato,
modificando as propriedades de regides préximas a superficie. Essas modificagbes
podem ocorrer por dois mecanismos: um envolvendo mudangas na composi¢ao
quimica do substrato, através da incorporacéo de elementos do plasma e o outro
resulta de rearranjos estruturais causados pela transferéncia de energia dos ions

implantados para o substrato.
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As modificagdes geradas pela implantagdo ibnica sao fortemente
dependentes do material utilizado como substrato e dos parametros de
bombardeamento como a energia dos ions, a fluéncia ou dose (numero de ions
incidentes por unidade de area do substrato), corrente do feixe, espécie idnica

utilizada como projétil e a temperatura da amostra durante bombardeamento.

2.3.2.Polimerizacao a plasma

A polimerizacdo a plasma ocorre quando o plasma € gerado a partir de
um vapor ou gas orgénico (mondmero) puro ou misturado a outros gases. O
mecanismo de polimerizagao consiste na quebra de ligagdes quimicas no monémero
através do impacto de espécies do plasma, originando espécies reativas que se
recombinam e podem se depositar, na forma de filmes finos nas superficies
proximas ou expostas ao plasma.

Os polimeros formados através desse processo podem ser altamente
ramificados e entrelacados e suas caracteristicas sdo fortemente dependentes dos
parametros utilizados no processo de deposigdo como a natureza do mondémero,
poténcia e freqUéncia de excitacdo, tempo de exposicdo ao plasma e formato do
reator e dos eletrodos™* 3.

As reacgdes quimicas que ocorrem no plasma sao em geral muito
complexas e, conseqientemente, néo especificas. Desta forma, a polimerizagéo a
plasma pode ser reconhecida como uma forma especial e Unica de preparagéo de

materiais que ndo podem ser feitos por outros métodos.
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2.3.3.Tratamento de superficies com plasma

Quando o plasma é gerado sem a introdugcédo de vapores organicos nao
ha a deposicao de filmes. Os gases mais frequentemente utilizados neste caso sao:
Oz, Nz, SFe, NH3, CO2, He, Ar e H,.

Plasmas de gases nao reativos s&o aqueles gerados a partir de
elementos que possuem baixa ou nenhuma reatividade, como por exemplo, os
gases nobres. Tais plasmas podem produzir quebra de ligagdes quimicas, mas nao
reagem quimicamente com o substrato.

Plasmas de gases quimicamente reativos sdo aqueles produzidos a partir
de gases como O,, N,, SFs e CF.. Neste caso ocorrem reagdes quimicas entre
espécies do plasma e a superficie do substrato, mas ndo ocorre a deposigcdo de
filmes.

O impacto das moléculas do gas com o material da superficie resulta na
formacéo de sitios ativos (radicais livres, por exemplo) na superficie. Esta superficie
ativada pode sofrer um rearranjo molecular como a formacao de ligacdes duplas e
triplas ou entdo reagir posteriormente com espécies quimicas colocadas em contato
com ela.

Quando reagdes quimicas entre ions do plasma e espécies da superficie
da amostra resultam na geracdo de compostos volateis, que podem ser retirados do
plasma pelo sistema de vacuo, ocorre a remogédo ou ablacdo de material do
substrato. Esse processo € conhecido como Plasma Etching e é frequentemente
empregado como um procedimento de limpeza ou preparagdo de substratos™.

O processo conhecido como Sputtering ocorre quando a remogéo de
atomos da superficie é resultado da transferéncia de energia pelo impacto de

espécies do plasma’™.
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2.4 Bactérias

As bactérias sdo os organismos vivos mais simples encontrados na Terra.
Sao seres unicelulares, procaridticos, que podem ser encontrados sob a forma
isolada ou em colbnias.

Estes microorganismos séo classificados como gram-positivos ou gram-
negativos, em funcéo da estrutura de suas paredes celulares. A parede celular das
bactérias gram-negativas é constituida por duas camadas. A camada interna é
situada externamente a membrana citoplasmatica e é denominada camada basal,
mureina ou peptideoglicano, uma vez que € formada por peptideoglicano, um
polissacarideo. Essa camada também & observada na parede celular das bactérias
gram-positivas. A segunda camada, presente somente nas bactérias gram-
negativas, € denominada membrana externa. Ela é formada por fosfolipideos,
lipoproteinas, proteinas e também lipopolissacarideos. A Pseudomonas aeruginosa
€ um exemplo de bactéria gram-negativa. Um esquema da parede celular das
bactérias gram-negativas esta na figura 2.1. Uma das fungdes da membrana externa
da parede celular das bactérias é formar uma barreira molecular, o que dificulta, por

exemplo, a difusdo de certos antibiéticos.
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Figura 2.1. Representagédo esquematica da parece celular de uma bactéria gram-negativa'® (Por
MADIGAN et al., Brock Biology of Microorganisms 2003, Adaptado por KYAW, C.M. Disponivel em:
<http://www.unb.br/ib/cel/microbiologia/morfologial/morfologial.html> )

A parede das bactérias gram-positivas consiste de uma unica camada,
espessa e homogénea, composta por um complexo mucoso formado
essencialmente por peptidoglicano, conforme pode ser observado na Figura 2.2. Um

exemplo de bactéria gram-positiva é o Staphylococcus aureus.
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Figura 2.2. Representacdo esquematica da parece celular de uma bactéria gram-positiva'® (Por
MADIGAN et al., Brock Biology of Microorganisms 2003, Adaptado por KYAW, C.M. Disponivel em:

<http://www.unb.br/ib/cel/microbiologia/morfologial/morfologial.html>)

2.4.1.Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus possui células em formato esférico; que quando
agrupados apresentam aspecto de cacho de uvas. E a espécie mais virulenta do seu
género, também conhecida pela sua elevada capacidade de desenvolver resisténcia
aos tratamentos convencionais. E o agente mais comum em infecgbes com
formacao de pus e pode ser encontrado na pele ou em regides mais profundas. Em
individuos debilitados este microrganismo pode causar infec¢des graves, como
pneumonia, bacteremia, osteomielite e endocardite, entre outras' . A figura 2.3

apresenta colbénias de Staphylococcus aureus.
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Figura 2.3: Fotografia de colénias de Staphylococcus aureus em meio Agar Luria, incubado a 37°C
por 24 horas. (Por: MIN-KEN LIAO, Furman University'®. Disponivel
em:<http://www.microbelibrary.org>)

2.4.2.Pseudomonas aeruginosa
A Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria bastante versatil, que pode
causar diversas infec¢des oportunistas como pneumonia, meningite, endocardite e
infecgbes respiratérias. Elas também sdo encontradas em infecgbes hospitalares,
sendo capazes de aderir a diversos materiais, contaminando catéteres, ventiladores
para respiracéo artificial, préteses e outros dispositivos médicos. Devido a alta
resisténcia a antibidticos, as infecgbes causadas por essas bactérias sdo de dificil

controle®. A figura 2.4 mostra colénias de Pseudomonas aeruginosa?'.
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Figura 2.4: Fotografia de colénias de Pseudomonas aeruginosa em meio Agar Luria, incubado a 37°C
por 48 horas.(Por: MIN-KEN LIAO, Furman University >'. Disponivel
em:<http://www.microbelibrary.org>).

2.4.3.Biofilmes bacterianos

As bactérias, seja no organismo humano, na agua ou em alimentos, nao
ocorrem como células individualizadas e sim organizadas em “comunidades”, com
diferentes graus de complexidade, associadas as diversas superficies. Geralmente
elas formam um biofilme, isto é, um ecossistema estruturado altamente dinamico,
que atua de maneira coordenada?’. Os biofiimes podem ser formados por
populacdes desenvolvidas a partir de uma ou multiplas espécies, podendo ser
encontrados em uma variedade de superficies bidticas e/ou abidticas??. Os biofilmes
mais comuns na natureza sao heterogéneos, compostos por duas ou mais espécies,
podendo os produtos do metabolismo de uma dada espécie fornecer elementos que
promovam a ligagdo das outras. Inversamente, a competicdo pelos nutrientes e o
acumulo de metabdlitos toxicos produzidos pelas espécies colonizadoras poderao
limitar a diversidade de espécies em um biofilme?®. A densidade e complexidade do
biofilme aumentam a medida que as células se dividem e os componentes
extracelulares gerados pelas bactérias interagem com moléculas organicas e

inorganicas do ambiente circundante. O crescimento de qualquer biofilme & limitado



29

pela disponibilidade de nutrientes no ambiente circundante e pela sua difusédo as
células localizadas no interior do biofilme?* 2. A arquitetura de um biofilme em uma
superficie pode ser descrita pelas direcbes de crescimento do biofilme, as quais
podem ser: horizontal, vertical ou as duas diregcbes combinadas.

O crescimento horizontal ocorre quando a bactéria coloniza um substrato
disponivel, porém com escassez de nutrientes, o que forga o biofilme a se estender
para procurar novas fontes de nutrientes?*. Com isso ha o crescimento da area do
substrato coberta pelo biofilme, porém sem aumento significativo da espessura do
biofilme.

Quando as bactérias ja colonizaram toda a area disponivel do substrato, o
biofilme cresce verticalmente, aumentando dessa forma a espessura do biofilme. O
crescimento vertical dara origem a uma importante barreira fisica contra a agéo
terapéutica dos antibioticos?.

As etapas de formacgao de um biofilme sdo®* %:

a) Adesao a uma superficie: € a etapa inicial, bastante complexa e ainda
ndo conhecida completamente. Os organismos, denominados
colonizadores, aderem a uma superficie, geralmente contendo
proteinas ou outros compostos organicos?.

b) Maturacao do biofilme: as células aderidas passam a se desenvolver,
originando microcoldnias que sintetizam uma matriz exopolissacaridica
(EPS) que passa a atuar como substrato para a aderéncia de
microrganismos, denominados colonizadores secundarios, que podem
se fixar diretamente aos colonizadores primarios.

¢) Ruptura: quando o biofilme atinge uma determinada massa critica e o

equilibrio dindmico é alcangado, as camadas mais externas do biofilme
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comegcam a liberar células em estado planctdnico, que podem
rapidamente dispersar e multiplicar, colonizando novas superficies e
organizando novos filmes em outros locais. Com a auséncia de
nutrientes e/ou oxigénio ou dificuldades na sua difusdo, entre outros
fatores, inicia-se um processo de morte celular junto a superficie e a
subsequente desintegracéo do biofilme?* 23,

A figura 2.5 resume o processo de formagao de um biofilme:

L, Celulas aderidas

Biofilme

Figura 2.5: Micrografias das etapas de desenvolvimento de um biofilme de Vibrio cholerae®.
(Adaptado de WATNICK, P.; KOLTER, R. Biofilm, City of Microbes). Escalas: célula plancténica: 1
pm, células aderidas e microcoldnicas: 2 ym, biofiime: 10 ym.

24.3.1. Biofilme de Pseudomonas aeruginosa
A Pseudomonas aeruginosa sofre intensa diversificagao genética quando

cresce em um biofilme e possui uma grande capacidade de resistir a terapias com
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antibioticos. Ela secreta uma grande variedade de pigmentos incluindo piocianina
(que confere ao biofilme uma cor azulada), pioverdina (cor verde amarelada
fluorescente) e piorrubina (pigmento avermelhado), que formam um muco amarelo
esverdeado. A identificacdo do biofilme dessa bactéria se baseia na producao de
piocianina e pioverdina e também na sua habilidade de crescimento a temperaturas

de até 42° C.

24.3.2. Biofilme de Staphylococcus aureus
Assim como a Pseudomonas aeruginosa, o Staphylococcus aureus
também apresenta resisténcia aos antibidéticos e capacidade de formar biofilmes
cujos mecanismos ainda ndo foram totalmente esclarecidos. O Staphylococcus
aureus produz enterotoxinas termoestaveis, que sido proteinas de cadeia simples,
nao-ramificada, com grandes quantidades de lisina, tirosina, acido aspartico e
glutdmico. Seu biofiime é amarelado e pode crescer em temperaturas entre 15 e

45°C, produzindo a enzima coagulase.

2.5.Poliuretano
O poliuretano é um polimero obtido através da policondensagédo em
massa dos seus mondmeros — diisocianato e um poliol — e catalisadores, conforme a

reagdo mostrada na figura 2.6.
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Figura 2.6: Reagéo de policondensacao entre 4,4-difenil metano diisocianato (MDI) e etanodiol,
formando um tipo de poliuretano

O poliuretano € um material versatil. Dependendo dos monémeros e do
catalisador, uma variedade de produtos pode ser obtida, incluindo textura macica ou
celular (quando ha bolhas de ar), rigidos, flexiveis ou mesmo em forma de fibras, de
natureza termoplastica ou termofixa®. Os poliuretanos tém sido largamente usados
como biomateriais, por serem quimicamente inertes e, por possuirem alta
longevidade, excelentes propriedades mecanicas, sao biocompativeis e néao
trombogénicos?® %°.

O poliuretano pode ser utilizado como catéteres, tubos, sondas, entre
outras aplicagbes médicas. Na figura 2.7, & apresentado um exemplo de catéter para

hemodialise com partes fabricadas em poliuretano®.
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Figura 2.7: Cateter com partes fabricadas em poliuretano, para uso em hemodialise*®® (Disponivel em:
<http://www.iedyt.com>)

2.6.Silicone
O silicone é resultado da polimerizagdao do dimetilsiloxano (SiO(CHs).),
cuja cadeia principal é formada de atomos alternados de oxigénio e silicio, de modo
semelhante ao dos compostos organicos. Uma vez que ndo possuem atomos de
carbono em sua cadeia principal, os silicones n&o sao considerados organicos,
embora haja atomos de carbono nos radicais ligados ao silicio da cadeia principal. A

cadeia do silicone pode ser vista na figura 2.8.

C:-Ig CTlg C||-|3
CH3—5i-0 —Si—0 —S'ii—CHg
CH3 CHg h CH3

Figura 2.8: Cadeia polimérica de um tipo de Silicone
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As caracteristicas fisicas dos silicones podem ser alteradas pela variagéao
de tamanho da cadeia principal. Desta forma, € possivel ter-se silicone solido,
gelatinoso e liquido.

Os silicones apresentam inumeras utilizagdes, como por exemplo,
impermeabilizantes, Oleos e lubrificantes, ceras residenciais para polimento,
hidratantes corporais. Na medicina sdo empregados como proteses e substituintes
de tecidos moles e cartilagens®!, lentes de contato, cateteres nasais, canulas
traqueais, valvulas para hidrocefalia, proteses nasais, dentre outros. Eles sé&o
quimicamente inertes, estaveis mesmo sob condi¢cdes extremas de temperatura,
isolantes elétricos, resistentes a intempéries e a agentes oxidantes.

A figura 2.9 mostra um cateter nasal, cuja parte transparente é produzida

em silicone.

Figura 2.9: Cateter nasal* (Disponivel em: <http://www.atosmedical.com>).

2.7.Biomateriais
Os biomateriais sdo materiais utilizados na fabricacdo de implantes e
dispositivos médicos. Devido a habilidade desses materiais em promover melhorias

a qualidade de vida das pessoas e o aumento do investimento econdémico feito em
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medicina, houve um crescimento significativo das pesquisas feitas sobre
biomateriais®*. Em 2000, o mercado mundial de biomateriais foi estimado em 23
bilhdes de dolares. A participacédo dos EUA se situa entre 35 — 45% do mercado
mundial e 0 mercado europeu € responsavel por 25%. Nao ha dados da participacéo
do Brasil. Entretanto, apenas em 2004 os gastos do SUS (Sistema Unico de Saude)
com proteses utilizadas para artroplastia total de quadril foi de R$ 30 milhdes®.
Devido a sua aplicacéo, os biomateriais devem possuir propriedades tais como:
a) Biocompatibilidade, ou seja, ele ndo deve causar nenhuma reagéo adversa ou
rejeicdo pelo organismo.
b) Resisténcia a fadiga quando submetidos a esforgos repetitivos.
¢) Resisténcia a impacto para evitar rupturas e fraturas durante o uso;
d) Estabilidade quimica e biolégica para que ndo ocorram reag¢des envolvendo
componentes fisioldgicos;
e) Nao devem apresentar variagdes significativas de propriedades, quando
expostos ao calor ou ao frio;
f) Devem apresentar coeficiente de absorgcéo de agua nulo ou muito pequeno;
g) Nao conter substancias com potencial cancerigeno.

Os biomateriais podem ser ceramicos, metalicos ou poliméricos. Os
polimeros mais utilizados sdo poliuretano (PU), silicone, polimetiimetacrilato
(PMMA), poliéster (fibra), polietilieno de ultra-alto peso molecular (UHMWPE),
polipropileno e o policloreto de vinila (PVC). A Tabela 2 mostra alguns dispositivos

médicos e os biomateriais utilizados para a sua fabricagdo®.
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Tabela 2: Alguns dispositivos médicos e os biomateriais utilizados para a sua

fabricacao®:
Dispositivos médicos Biomaterial utilizado
Lentes Intraoculares PMMA — Polimetilmetacrilato
Lentes de Contato Silicone
Enxertos Vasculares Politetrafluoretileno
Préteses de joelho e quadril Titanio; Polietileno
Valvulas cardiacas Carbono pirolitico
Implantes mamarios Silicone
Préteses Endovasculares Aco Inoxidavel, Titanio
Implantes Dentarios Titanio
Préteses para o ventriculo esquerdo Poliuretano

2.8.Tratamento a plasma e a adesao de bactérias

Alguns estudos tém mostrado que as propriedades superficiais dos
biomateriais interferem na adesdo e colonizacdo das bactérias®**°. Através destes
estudos é possivel perceber que, embora a superficie do biomaterial afete
diretamente a formacédo do biofiilme, ndo ha uma regra que determine o
comportamento da adesdo do microrganismo. Reid*, por exemplo, mostrou que o
mecanismo de ades&o dos microrganismos as superficies dos biomateriais é
bastante complexo. Em alguns casos, os componentes dos polimeros atuaram como
receptores das bactérias e a adesado pbéde ocorrer devido a ligagdes fisico-quimicas
ou eletrostaticas. Jen et al*' demonstraram que hidrogéis quando adsorvidos pela
superficie dos biomateriais podem aumentar a imobilizacdo das células, causando
com isso a morte das bactérias, pois sem mobilidade ndo ha como buscar
nutrientes. Ong et al*®* mostraram que em alguns casos a ades&o esta diretamente
relacionada ao carater hidrofilico/hidrofébico das superficies. A cepa D21f2 da
bactéria Escherichia coli foi atraida pelas superficies de Teflon (superficie

sabidamente hidrofobica) e poliestireno (superficie intermediaria). Entretanto houve
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baixa afinidade entre as bactérias e o vidro (superficie hidrofilica). Essa repulséo
pode estar ligada a cargas eletrostaticas. Comportamento parecido das bactérias
sobre o vidro foi observado por Richter et al*”. Porém nesse estudo houve formacao
de biofilme em 6% da area do vidro.

Para se adequar a superficie do biomaterial deixando-o com as
caracteristicas desejadas (melhor biocompatibilidade, baixa aderéncia plaquetaria,
dentre outras), pode-se fazer uso de diferentes tipos de tratamentos superficiais.
Entre eles merecem destaque aqueles que utilizam descargas de plasmas
luminescentes, seja revestindo o biomaterial com polimeros, seja tratando a
superficie. Tais tratamentos tém sido muito utilizados em biomateriais***’. Piskin**
usou membranas microporosas de PP (polipropileno) e as revestiu com
hexadimetildisiloxane (HMDS) para eliminar alguns problemas que ocorrem nessas
membranas utilizadas para oxigenagdo sanguinea, como por exemplo, interacdes
das plaquetas com a superficie da membrana. Observou-se que nas membranas
expostas ao plasma, as interagdes plaquetarias foram reduzidas em comparagao
com as membranas nao revestidas. Favia et al*’ verificaram que é possivel tratar a
superficie de diferentes tipos de polimeros para melhorar a compatibilidade com o
sangue.

Na década de 1990, estudos ja acenavam com a possibilidade de tratar
superficies de biomateriais com plasmas de descargas luminescentes para evitar a
formacao de biofilmes. Estudos realizados para correlacionar a formagédo de
biofilmes microbianos em tubos endotraqueais de PVC** ¢ cateteres urinarios de
poliuretano® e proteses de voz de silicone®® tratados com plasmas conseguiram
alterar as caracteristicas superficiais dos polimeros (PVC, poliuretano e silicone)

porém nao conseguiram evitar a formacdo de biofiimes. Estudos posteriores
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intensificaram a busca pelo entendimento dos mecanismos que governam a adeséo
inicial e a conseqliente formacdo do biofiime*3. Observa-se também nestes
estudos que mesmo as superficies tratadas a plasma foram colonizadas por
bactérias. Entretanto, parece ndo haver um comportamento universal como Everaert
et al*® observaram com estudos in vitro e in vivo da adesdo de Candida albicans em
préteses de voz de silicone. Eles observaram respostas contraditérias em ambos os
casos. Os testes realizados in vitro indicaram que a maior adesao de bactérias
ocorreu em superficies hidrofébicas enquanto nos testes in vivo a maior adesao
ocorreu nas superficies hidrofilicas. Contudo, os resultados de varios estudos®-%’
indicam que ha relagdo entre o carater hidrofobico/hidrofilico das superficies e a
formagdo de biofilmes e que é possivel alterar-se esse carater através de
tratamentos com plasmas de descargas luminescentes. Everaert et al*® utilizaram
plasmas de argbnio para tornar hidrofébica a superficie do silicone. Triandafillu et al®?
utilizaram plasmas de oxigénio para tratar PVC, tornando-o hidrofilico. Rangel et al®®
aumentaram a hidrofobicidade de silicone e poliuretano com plasmas de
hexaafluoreto de enxofre (SFe). Essa versatilidade dos tratamentos a plasma tem

sugerido seu uso em aplicagdes médicas®” *°.
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3. METODOS EXPERIMENTAIS

3.1.Técnicas de Caracterizagao
3.1.1.Angulo de Contato

Para a melhor compreensdo da medida do angulo de contato faz-se
necessario o entendimento prévio dos conceitos de Tensdo Superficial, Tensao
Interfacial, Molhabilidade.

Basicamente a tensdo superficial € o efeito que ocorre na camada
superficial de um liquido. Moléculas no interior de uma substancia liquida atraem
umas as outras (forca de coesdo); uma molécula do interior sera atraida por outras
moléculas ao seu redor e, na média, ndo sera observada nenhuma forga resultante.
Entretanto, as moléculas da superficie do liquido sofrem apenas forcas laterais e
inferiores, o que gera uma forga resultante ndo nula no sentido do interior do liquido.
Em virtude dessa resultante, as moléculas superficiais tendem a penetrar no interior
do liquido e, em conseqliéncia a superficie tende a contrair-se espontaneamente
para adquirir a menor area possivel. Essa é a razédo pela qual pequenas gotas de
liquido ou bolhas de gas possuirem a forma esférica.

Em uma superficie sélida, as particulas encontram-se em posi¢cdes
praticamente fixas, deste modo as propriedades superficiais devidas a mobilidade
das particulas ndo sdo observadas. Desta forma, contrariamente as superficies
liquidas, as superficies soélidas nao se contraem, porém possuem energia superficial.

O conceito de tensdo superficial também se aplica a superficie de
separacao entre duas substancias quaisquer, sendo entdo denominada tensao
interfacial.

Colocando uma gota de um liquido sobre uma superficie sélida o liquido

pode espalhar-se inteiramente sobre a superficie solida ou permanecer na forma de
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gota, caso nao molhe a superficie do sélido. Nos casos em que o liquido se espalha
inteiramente sobre a superficie solida, as for¢as coercivas (forgas entre as moléculas
do liquido) sdo maiores que as forcas adesivas (forcas entre solido e liquido); o
oposto acontece com os liquidos que permanecem na forma de gota. Desta forma,
conclui-se que a adesdo de um liquido sobre um sélido sera melhor quanto maior for
a forca de coesédo. Na figura 3.1 sdo mostradas 3 situag¢des: na figura a ocorre o
espalhamento total do liquido sobre a superficie sélida; na figura b ocorre o

espalhamento parcial e na figura ¢ ndo ocorre espalhamento.

Figura 3.1: Molhabilidade em uma superficie solida. Na a ocorre o molhamento total, na b o
molhamento é parcial e na ¢ ndo ha molhamento®. (Disponivel em:
<http://www.lepten.ufsc.br/disciplinas/emc5416/aulas/aula02.pdf)

Uma das formas utilizadas para se conhecer a interagdo entre as
superficies de um sélido e um liquido pode ser feita através da medida de angulo de
contato (8) que é definido como o angulo entre um plano tangente a uma gota do
liquido e um plano contendo a superficie onde o liquido se encontra depositado,

conforme esquematizado na Figura 3.2.
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Figura 3.2: Definigdo do angulo de contato 6 entre uma gota liquida e uma superficie plana e

horizontal. Na figura, y.v, ys. € Ys significam respectivamente tensao superficial do liquido em

equilibrio com o vapor, tenséo da interface solido-liquido e tensé&o superficial do solido-vapor®'
(Disponivel em: <http://www.sorocaba.unesp.br/gpm/angulo%20cont%20energia%20superf.htm>)

O angulo de contato de uma interface liquida depende das propriedades
fisicas dos trés meios de contato (sélido liquido e vapor). As tensdes superficiais
resultantes da interacéo entre os trés meios, representadas por ys. (sélido-liquido),
Ys (solido-vapor) e yv (liquido vapor) sdo as responsaveis pelas forgas superficiais
que agem na interface. O angulo de contato 6 é determinado a partir de um balango
de forgcas na direcdo horizontal que deve ser igual a zero para uma gota em

equilibrio estatico. Desta forma:

Vs=1s t 7y cost (3.1)

A equacédo 3.1 é conhecida como Férmula de Neumann ou Equacéo de
Young.
Em virtude da atracdo existente entre as moléculas das fases soélida e

liquida, é necessario realizar trabalho para separar as duas fases, denominado
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trabalho de adesdo (7 ,). Esse trabalho ira separar as duas fases em duas
interfaces: solida-vapor e liquida-vapor. Desta forma, o trabalho de adesio é dado

por:

TWw=TwtlsTa (3-2)

A equacgdo 3.2 & conhecida como Equacédo de Dupré. Esta equacéao

contém termos (7 5, ¥ 5z ) que sdo de medidas dificeis e inexatas.

Combinando as equacgdes 3.1 e 3.2 obtém-se:

1,4 = 7 p(cost +1) (3.3)

Esta equacéo é conhecida como Equacgao Young-Dupré.

Assim, conhecendo a tenséo superficial do liquido e medindo o angulo de
contato entre a gota de liquido e a superficie solida é possivel determinar o trabalho
de adesao para a interface liquido-sélido. O trabalho de ades&o sera maior quanto
maior for a molhabilidade do liquido, isto €, quanto maior for a afinidade do liquido
com a superficie solida.

Quando 6 = 0°, cos 6 = 1 e, portanto, 7, = 27,, . Neste caso, o trabalho de
adesao liquido-sdlido iguala ou supera o trabalho de coeséo do liquido. O angulo de
contato igual a 0° é um caso extremo de maxima afinidade quimica entre a
superficie e o liquido e, portanto, havera espalhamento completo do liquido no
solido.

Para 8 = 180°, cos 6 = -1 e, portanto, 7, = 0. Neste caso, o liquido nao

possui qualquer interagdo com a superficie sélida.
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A modificagdo quimica da superficie, por reagcdo ou adsor¢do pode ser
usada para aumentar ou diminuir o angulo de contato, influenciando assim no
molhamento do sélido pelo liquido, visando atingir a caracteristica superficial
desejada.

Ha varios métodos para se fazer medidas de angulo de contato. Para os
experimentos realizados 6 foi determinado por um goniémetro automatizado (Ramé-
Hart 100-00) que, através de uma camera CCD (dispositivo de carga acoplado),
captura a imagem da gota depositada sobre o material. Um programa de tratamento

de imagens determina o perfil desta gota e entdo calcula o angulo de contato.

3.1.2.Espectroscopia de Absorc¢ao no Infravermelho

A radiagdo infravermelha se encontra no espectro magnético entre as
regides correspondentes as microondas e a luz visivel, isto é, entre 200 a 12500
cm™. A regido compreendida entre 400 e 4000 cm™ é a de maior importancia para a
Espectroscopia de Absor¢cao no Infravermelho, por corresponder a faixa de energia
das vibragdes de um grande numero de ligagdes quimicas.

Qualquer ligacao entre dois atomos vibra fazendo com que a separagéo
interatdmica oscile. Esse tipo de movimento € chamado de estiramento. As
moléculas podem também realizar vibragées de dobramento nas quais os angulos
entre ligacdes ou entre planos atdbmicos variam periodicamente. A freqiéncia com
que uma ligacao vibra depende da massa dos atomos envolvidos e da for¢a da
ligacdo. Desta forma, uma molécula constituida de atomos leves unidos por ligacdes
fracas tem freqUiéncia vibracional mais alta do que uma molécula constituida de

atomos pesados unidos por ligagbes fortes. Sendo assim a primeira molécula ira
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absorver radiacbes de freqiéncias mais altas que a ultima. Movimentos de
dobramento das moléculas tendem a envolver energias menores que 0s movimentos
de estiramento. Assim as vibragcbes de dobramento normalmente ocorrem em
frequiéncias mais baixas que as vibragdes de estiramento®.

A absor¢ao da radiagao infravermelha depende do aumento da amplitude
de vibragdo ou de rotacdo associado a uma ligacdo covalente, desde que esse
aumento resulte em uma variacdo do momento dipolar da molécula. Isso significa
que quase todas as moléculas contendo ligacdes covalentes apresentardo algum
grau de absorcdo seletiva no infravermelho®. Cada grupo funcional vibra com
freqiéncias caracteristicas resultando em um espectro de absor¢do no
infravermelho. Uma das formas mais comuns de realizar a identificagdo de um
composto através de seu espectro de absorg¢ao no infravermelho se da através da
comparacao das frequéncias das absor¢bes com frequéncias observadas em
espectros de padrées®. Outras formas envolvem o estudo de absorgdo
separadamente em determinadas frequéncias (picos ou bandas) e até calculos
matematicos sobre a posicdo estimada da absorcdo de determinado segmento
molecular. Através disso € possivel que se identifique a composi¢gdo quimica e a
estrutura molecular de amostras solidas, liquidas e gasosas®.

Para as medidas feitas nesse trabalho, foi utilizado o Espectrémetro
Jasco FTIR 410 pertencente ao LaPTeC — Laboratério de Plasmas Tecnoldgicos da
UNESP, campus de Sorocaba. Esse equipamento € equipado com acessorios para
medidas de transmitancia, refletancia total atenuada (ATR), refletancia difusa

(DRIFT) e refleténcia espectral com polarizagéo e angulo de incidéncia variaveis.
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3.2.Método de Contagem Bacteriana
Existem diferentes métodos para quantificar o crescimento de uma
populacao bacteriana. Os mais comuns sdo o Método da contagem em placas,
filtracdo, método do numero mais provavel e contagem direta ao microscopio®,e

Turbidimetria.

3.2.1.Método da Contagem em Placas

Este método é o mais utilizado para determinagdo do tamanho de uma
populacao bacteriana. Possui como vantagem a quantificacdo de células viaveis. A
principal a desvantagem desta técnica € o tempo, em geral de 24 horas, para o
aparecimento de colbnias visiveis em meios de cultura depositados em placas de
petri®®.

O meétodo da contagem em placas considera que cada colbénia é formada
a partir do crescimento e multiplicacdo de uma unica bactéria. Entretanto isso nem
sempre ¢é verdade, pois as bactérias podem crescer em cadeias ou como
aglomerados. Portanto uma colénia pode ser resultante ndo de uma bactéria, mas
de uma cadeia ou aglomerado de bactérias. Em fung¢ao disso, 0 que se observa nas
placas é chamada de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC)®.

Existem duas metodologias para se realizar a contagem de bactérias em

placa, o método de espalhamento em placa e o Pour Plate.
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3.2.1.1.Método Pour Plate

O método Pour Plate é uma técnica bastante utilizada. O in6culo
(bactérias em suspensdo em meio nutriente) pode ser produzido a partir de um
volume de 1 ml ou 0,1 ml da suspenséo nutritiva que contém as bactérias e aplicada
diretamente na placa de petri. O meio nutriente, mantido em banho-maria a 50° C
para impedir a solidificagdo do agar, é vertido sobre a aliquota de bactérias e meio
nutritivo e homogeneizada através de agitacdo suave da placa. Apds a solidificagao
do agar, a placa € incubada na temperatura de crescimento da bactéria. Essa
metodologia permite o crescimento das colonias derivadas das células que foram
misturadas no agar durante a solidificacdo assim como na superficie do agar
nutriente®.

Na primeira fase dos ensaios microbiol6gicos deste trabalho utilizou-se a
metodologia de pour plate para a contagem das bactérias. Resumidamente, o

procedimento era constituido pelas seguintes etapas:

a) Adigao do indculo em uma placa de petri sem meio de cultura;
b) Adicao do agar levemente fundido (aproximadamente a 45 °C) a placa;

C) Agitagdo suave da placa para misturar o agar e o inéculo;
Simultaneamente a essas etapas, foi feito o mesmo procedimento para as
as amostras, tanto as amostras de poliuretano tratadas quanto o controle. Para isso,

repetiu-se as etapas b e c.

3.2.2.Turbidimetria
A Turbidimetria € um método de analise quantitativa de solugbes coloidais

ou de suspensdes, baseado na medi¢ao da absorgéo de luz. As medidas podem ser
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realizadas em espectrofotdmetros de leitor do teste Elisa. Esta técnica € baseada
nos conceitos teodricos da Espectrofotometria. E bastante precisa e mede a
quantidade de bactérias que estdo na solugdo onde estd a amostra do polimero. Se
a concentracao inicial de bactérias colocadas na solucdo é conhecida, a diferenca
entre esta quantidade inicial e a quantidade que esta na solugdo nos dara a
quantidade que esta na placa. Quanto maior a concentragdo de bactérias na solugéo
a ser analisada, menor sera a absorbancia da luz.

A espectrofotometria € um método de quantificacdo baseada na
comparacao entre a intensidade de radiagdo absorvida por uma solugéo que contém
uma quantidade desconhecida de soluto e a intensidade absorvida por uma solugéo
padrdo da mesma substancia®®,

A transmitancia exprime a fragcdo da energia luminosa que consegue
atravessar uma determinada espessura de um material, sem ser absorvida por ele.
Analogamente, a absorbéancia é a razao entre as intensidades absorvida e incidente.

Transmitancia e absorbancia tendem a ser grandezas complementares.
Isto é, a soma delas (para a mesma energia e comprimento de onda incidente) é
aproximadamente igual a 1. A diferenga entre esta soma e a unidade é devida ao
espalhamento da radiagéo nas interfaces envolvidas®*,

A relagao entre absorbancia e as propriedades de um material pode ser
compreendida através da Lei de Beer-Lambert. Simplificadamente, esta lei mostra
que ha uma relacdo exponencial entre a intensidade de luz transmitida através de
uma substancia e a concentracdo desta substancia, assim como também entre a
transmissao e a distancia percorrida pela radiagado no meio. Se / (comprimento da
cubeta) e a (coeficiente de absor¢édo da substancia) sdo conhecidos, a concentragao

da substancia pode ser deduzida a partir da intensidade de luz transmitida®’.
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A figura 3.3 ilustra a atenuag&o de um feixe com intensidade inicial 10 ao
percorrer uma distancia | em um meio com concentracéo e coeficiente de absorgao

a.

Figura 3.3: Representagdo da atenuagao de um feixe de luz atravessando uma cubeta
de comprimento /, contendo um meio com concentragdo C e coeficiente de absorgdo a®.

(Disponivel em: http://pt.wikipedia.org/wiki/Lei_de_Beer-Lambert).

Matematicamente a Lei de Beer Lambert pode ser escrita como:

A= - logﬁ—lz alc (3.4)

0
Onde A é a absorbancia; |, e l1sdo as intensidades da luz incidente e

transmitida pela amostra®’.

Em microbiologia, a analise espectrofotométrica relaciona a turbidez
(absorbancia) de uma cultura com a concentracado de células. Quanto mais turva a
cultura, maior a concentracéo celular. A Turbidimetria mede a intensidade de luz
transmitida em diferentes comprimentos de onda. Quanto menor a intensidade,

maior & a concentragdo celular da suspensdo®.
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Neste trabalho utilizou-se o Espectrofotémetro leitor Elisa (marca Bio TeK
Instruments®, modelo ELX 800), existente no Laboratério de Biomateriais, da PUC

(Pontificia Universidade Catodlica), em Sorocaba.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Equipamento utilizado

A figura 4.1 mostra o sistema que foi empregado nos tratamentos e se
encontra em operagdo no Laboratério de Plasmas Tecnologicos — LaPTec, no
Campus Experimental da Unesp em Sorocaba. O sistema consiste de um reator
cilindrico feito em aco inoxidavel com capacidade de 6 litros, evacuado por uma
bomba rotativa de palhetas de 18 m®h. A bomba permanece em funcionamento
durante toda a operacao mantendo a renovacao dos gases no interior do reator. A
pressao no reator € monitorada por um medidor de membrana capacitiva e o fluxo
de gas é controlado por valvulas agulha. A energia para gerar o plasma é fornecida
por uma fonte de radiofreqiiéncia (13,56 MHz, com até 150 W de poténcia). No
interior da camara, ha dois eletrodos de aco inoxidavel com formato de discos,
sendo que o eletrodo inferior também desempenha a fungao de porta-amostras. Um

dos eletrodos recebe a radiofreqiiéncia e o outro é aterrado.

Figura 4.1: Sistema de geragdo de plasma - LaPTec.
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4.2 .Materiais

No tratamento a plasma utilizou-se o gas SF¢ (hexafluoreto de enxofre) da
White Martins (com pureza minima de 99,9%). Em uma primeira fase de
experimentos foram utilizadas como amostras discos de poliuretano cortados com
um gabarito com diametro de 1,5 cm. Na segunda e ultima fase de experimentos,
foram utilizadas amostras de poliuretano e silicone comercialmente puros, da
Manneflon Industria e Comercio Ltda, cortadas de forma retangular com area de
0,25 cm?.

As analises microbiologicas foram feitas pela equipe da Prof. Dr?. Patricia
Santos Lopes, da UNISO (Universidade de Sorocaba). Para essas analises foram
utilizadas cepas do Staphylococcus aureus ATCC6538 e Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853. Em um segundo conjunto de experimentos foi utilizado dois tipos de
equipamento para medidas de absorbancia, um Quick Elisa e o Leitor Elisa Bio-TeK
Instruments, este ultimo pertencente ao Laboratério de Biomateriais da PUC
(Pontificia Universidade Catodlica) de Sorocaba, coordenado pela Profé. Dr?. Eliana

Duek.

4.3.Métodos - Fluxograma dos experimentos
A seguir estédo dois fluxogramas que mostram os experimentos realizados

e 0os métodos de analise e quantificacdo das bactérias.
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Primeira Fase — Pour Plate

Material utilizado:

Poliuretano; S. aureus e P. aeruginosa

5 Teste 1 — Verificagcdo da assepsia do sistema a
plasma do LaPTec

) Teste 2 — Verificacdo da existéncia de diferencas
entre as superficies — 6 experimentos

> Medicdo do Angulo de contato

de

> Teste 3 — Verificagao da existéncia de algum efeito

carga — 1 experimento

> Medicdo do Angulo de contato

L p| Teste 4 — Envelhecimento — 4 experimentos

»|  Medigao do Angulo de contato

Conjunto com 48 experimentos para determinagdo das
melhores condi¢des de hidrofobicidade

—»

Medic&o do Angulo de contato

1° Ensaio Microbiologico: Experimentos de tratamento a plasma
de SF_ sob 4 condi¢des distintas.

———»

Medicao do Angulo de contato

———»

Analises qualitativas do biofilme

2° Ensaio Microbioldgico: Experimentos de tratamento a plasma
de SF, em 4 condi¢des distintas. Esses experimentos foram

faitne am trinlicrata

———»

Medicdo do Angulo de contato

>

Analise quantitativa do biofilme — Pour Plate
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Figura 4.2: Fluxograma da primeira fase de experimentos

Segunda Fase - Turbidimetria
Material utilizado: Poliuretano; Silicone, S. aureus e P. aeruginosa

> Experimentos de tratamento a plasma de SFs em 4

condigbes distintas, variando a presséo parcial do SFg, a

poténcia e o tempo de exposicdo. Esses experimentos
foram feitos em triplicata.

— Medicgo do Angulo de contato

— Andlise quantitativa: Turbidimetria

> Analise da composicao da superficie tratada
— Infra Vermelho

Figura 4.3: Fluxograma da segunda fase de experimentos

4.4.Tratamento superficial

Neste trabalho, foram feitos diversos tratamentos a plasma utilizando SFs
para que fossem obtidas superficies com diferentes niveis de hidrofobicidade.

Antes de qualquer tratamento, as amostras eram cuidadosamente
lavadas em banhos ultrasénicos durante 15 minutos com detergente, agua corrente,
agua destilada e Aalcool isopropilico, nesta seqUéncia. Apdés a agitacdo com
detergente, as amostras eram enxaguadas individualmente em agua corrente. Apds
o banho com alcool isopropilico, as amostras eram secadas com um soprador de ar

quente e entdo acondicionadas em placas de petri estéreis.
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As amostras limpas eram posicionadas sobre o eletrodo inferior, a camara
era evacuada até pressao da ordem de 4,8 Pa, a pressdo do gas era ajustada e
entdo era ligada a fonte de radiofreqiéncia por um periodo pré-determinado.

Para garantir a eficiéncia dos tratamentos foram feitos quatro testes no
sistema de plasma. Nos testes 2, 3 e 4 foram utilizados amostras de poliuretano de
1,5 cm de didmetro.

Teste 1: Verificacdo da assepsia do reator: para verificar a assepsia do
reator foi posto dentro do reator uma placa de petri com meio de cultura e deixado
durante 30 minutos, tempo necessario para, se houvesse bactérias, o0 meio de
cultura fosse contaminado. Esse teste foi feito em triplicata.

Teste 2: Verificacdo de possiveis diferencas entre as superficies da
mesma amostra: este segundo teste foi feito para verificar se as duas superficies de
um mesmo disco apresentavam diferengcas apos os tratamentos. As amostras de
poliuretano apresentavam duas faces diferentes uma da outra. Uma delas era mais
brilhante que a outra. A superficie mais brilhante foi chamada de superficie 1 e a
opaca de superficie 2. Foram realizados seis experimentos, variando-se a pressao

de SFs, poténcia do plasma e tempo de exposi¢cdo conforme resumido na Tabela 3:
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Tabela 3: Condi¢gdes empregadas nos testes para verificagcdo de diferencas nas superficies do
poliuretano (teste 2). No experimento 1 a pressao de SF¢ foi de 6,67 Pa enquanto nos demais
experimentos usou-se 13,33 Pa desse gas.

Condigao Poténcia (W) | Tempo de Tratamento (s)

1 70 180
2 50 180
3 70 120
4 70 180
) 100 180
6 70 300

As amostras foram presas a percevejos como mostra a figura 4.4. Desta
forma elas podiam ser posicionadas sobre o eletrodo com as duas faces

simultaneamente expostas ao plasma.

Figura 4.4: Amostra presa ao percevejo

Apéds os ensaios, foram feitas medidas de angulo de contato em ambas
as superficies de cada amostra testada. Os valores apresentados para os angulos
de contato sdo a média aritmética de 10 medidas.

Teste 3: Verificagdo da existéncia de algum efeito de carga: como eram

necessarias no minimo seis amostras para os testes microbiolégicos, uma amostra
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para medigdo do angulo de contato e outra para reserva, para que um conjunto de
corpos-de-prova fosse produzido em uma mesma descarga, as amostras estariam
distribuidas sobre todo o eletrodo. Com isso, dependendo da posi¢do ocupada no
eletrodo as amostras poderiam receber tratamentos diferentes, o que foi chamado
de efeito de carga. Para se verificar a homogeneidade no tratamento oito amostras
presas a percevejos foram dispostas sobre a superficie do eletrodo, conforme

mostrado na figura 4.5. O tratamento foi realizado na condi¢ao 1 do teste 2.

Figura 4.5: Conjunto de 8 amostras no reator.

Para verificar os possiveis desvios de tratamento entre as superficies de
oito amostras tratadas, foram feitas medi¢bes dos angulos de contato.

Teste 4: Envelhecimento: alguns estudos sugerem que, algum tempo
apds a exposicao do polimero ao plasma, ha aumento da hidrofobicidade da
superficie tratada®. Como o carater hidrofobico é o desejado, testaram-se amostras
de poliuretano para observar a variagdo da hidrofobicidade em fungdo do tempo
apos o tratamento. Para esse teste foram realizados quatro experimentos; as

condigbes empregadas nos tratamentos s&o apresentadas na Tabela 4:
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Tabela 4: Variaveis utilizadas no experimento de envelhecimento, a pressao parcial de SF; foi
mantida constante e igual a 13,33 Pa.

Condicgao Poténcia (W) | Tempo de Tratamento (s)

1 70 180
2 70 120
3 80 180
4 120 180

Foram feitas medidas de angulo de contato imediatamente apés o
tratamento, 7, 14, 21 e 29 dias ap0Os a exposi¢ao ao plasma.

Apoés a realizacado destes testes e com a analise dos dados obtidos, deu-
se inicio a um conjunto de experimentos para verificagdo das melhores condi¢cbes
para posteriormente se fazer os ensaios microbiolégicos. Foram feitos 48
experimentos, cujas condicbes se encontram resumidas nas Tabelas 5, 6 e 7. Sete
dias ap6s a realizagdo dos tratamentos foram feitas medidas de angulo de contato

em todas as amostras.
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Tabela 5: Condi¢des dos testes para definicdo dos tratamentos a serem aplicados a amostras para os
ensaios microbiolégicos. Pressdo parcial de SFs constante e igual a 6,67 Pa em todos os tratamentos.

Condicgao Poténcia (W) Tempo de Tratamento (s)
1 70 60
2 70 120
3 50 180
4 60 180
5 70 180
6 80 180
7 90 180
8 100 180
9 70 240
10 70 300
11 80 300
12 90 300
13 100 300
14 120 300
15 70 360
16 70 420
17 70 450
18 70 480
19 70 510
20 70 540
21 70 570
22 70 600

Tabela 6: Condigbes dos testes para definicdo dos tratamentos a serem aplicados a amostras para os
ensaios microbiolégicos. Em todos os casos a poténcia foi mantida em 70 W.

Condicao | Tempo de Tratamento (s) Pressao Parcial de SFs (Pa)
23 180 8,00
24 180 9,33
25 180 10,67
26 180 12,00
27 300 20,00
28 60 133,30
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Tabela 7: Condic¢des dos testes para definicdo dos tratamentos a serem aplicados a amostras para os
ensaios microbiolégicos. Em todos os casos a pressio parcial de SF¢ foi mantida constante e igual a

13,33 Pa.

Condigao Poténcia (W) Tempo de Tratamento (s)
29 70 60
30 70 120
31 10 180
32 20 180
33 30 180
34 40 180
35 50 180
36 60 180
37 70 180
38 80 180
39 90 180
40 100 180
41 110 180
42 120 180
43 70 240
44 70 300
45 70 360
46 70 420
47 70 480
48 70 540

4.5.Tratamento a plasma e ensaios microbiolégicos

Baseado nas medidas de angulo de contato resultante da série de 48

experimentos, realizou-se entdo um novo conjunto com 4 experimentos. Utilizando

amostras de poliuretano com diametro de 1,5 cm, as condi¢bes empregadas listadas

na Tabela 8, foram aquelas que resultaram em superficies mais hidrofébicas.



60

Tabela 8: Variaveis utilizadas no tratamento de amostras para os ensaios microbiol6gicos.

Condicio Poténcia (W) Tempo de Tratamento Pressao Parcial de

(s) SF;

1 70 180 6,67
2 120 180 13,33
3 70 240 13,33
4 70 540 13,33

Para evitar a contaminacdo antes do processo de inoculagdo, as
amostras foram manipuladas utilizando-se pinga e vestimenta (avental, touca e
mascara) assépticas. Apds o tratamento as amostras eram colocadas em placas de
petri estéreis abertas no momento do uso.

Os testes microbiolégicos eram iniciados sete dias apds a exposi¢cao ao

plasma.

4.5.1.Metodologia utilizada nos ensaios microbiolégicos
Os ensaios microbiologicos foram feitos pela aluna de Iniciagdo Cientifica
do curso de Farmacia da UNISO (Universidade de Sorocaba) Fabiana de Carvalho
Borges e pela aluna de Iniciacdo Cientifica do curso de Biotecnologia da UNISO
Verbnica Maria Moysés Martins, sob supervisdo e orientagdo da Prof?. Dr?. Patricia

Santos Lopes.

Primeira fase — Pour Plate

Primeiro ensaio microbiolégico: Amostras em triplicata com os diferentes

tipos de tratamentos, assim como a amostra-controle, isto €, um disco de poliuretano
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como recebido, foram inoculadas em tubos com 100ml de BHI (Brain Heart Infusion,
marca Oxoid®) caldo contendo 10° UFC/ml de Staphylococcus aureus. Os tubos
foram incubados a 37° C por até 7 dias, sendo que no segundo, quarto e sétimo dias
apos a incubagéo as amostras de poliuretano de cada condigao e a amostra controle
foram transferidas para uma placa petri com agar para analise qualitativa da
formagdo do biofiilme. O mesmo procedimento foi feito simultaneamente para a
Pseudomonas aeruginosa.

Segundo ensaio microbiolégico: Amostras em triplicata com os diferentes

tipos de tratamentos, assim como a amostra-controle, isto €, um disco de poliuretano
como recebido, foram inoculadas em tubos com 100ml de BHI (Brain Heart Infusion,
marca Oxoid®) caldo contendo 10° UFC/ml de Staphylococcus aureus. Os tubos
foram incubados a 37° C por até 7 dias. Ao final do segundo dia foi retirada uma
amostra de poliuretano de cada condigdo e a amostra controle dos tubos com BHI.
As amostras eram entdo levemente enxaguadas e transferidas para um enlenmeyer
contendo solugao salina estéril e incubadas novamente por 48 horas. Apds este
periodo plaqueou-se em profundidade as solugdes derivadas de cada amostra
tratada e também o controle. Repetiu-se esse procedimento apds quatro e sete dias
da incubagdo com BHI. Este procedimento também foi aplicado para a
Pseudomonas aeruginosa. A Figura 4.6 ilustra a sequéncia das operagdes

realizadas nesse procedimento.
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Introduc¢do da amostra
Inoculacgdo da carga
microbiana

Incubagéo a 37°C

Transferéncia do disco para
solucédo salina

Transferéncia do disco em
agar
Plaqueamento das diluicdes
da solugéo salina

Figura 4.6: Fotografias mostrando a seqiiéncia de operagdes utilizadas no Método Pour Plate

Nesta fase do trabalho, a contagem dos microrganismos foi feita de forma
direta, ou seja, conta-se microscopicamente o numero de células presentes em um
determinado material ou superficie. Esse método requer o uso de cameras de
contagem especiais, chamada contador de colénia. Uma aliquota de uma suspensao
de cultura bacteriana é contada e o numero de células é calculado

matematicamente.
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A partir dos resultados obtidos nessa primeira fase dos ensaios
microbiolégicos e de uma pesquisa bibliografica que indicou a auséncia de uma
metodologia padrdo para quantificagdo das bactérias aderidas, optou-se por

substituir o método Pour Plate pela Turbidimetria.

Segunda fase — Turbidimetria
Para esta fase do trabalho, foram escolhidas as mesmas condi¢bes de
tratamento utilizadas para as amostras que foram inoculadas para o método Pour

Plate. As condigbes utilizadas sé&o listadas na Tabela 9.

Tabela 9: Condic¢des utilizadas nos tratamentos para os ensaios microbiolégicos realizados em leitor

Elisa.
Condicao Pozs\;\)ma Tempo de Tratamento (s) Pressao Parcial de SFe
1 70 180 6,67
2 120 180 13,33
3 70 240 13,33
5 70 540 13,33

A partir deste momento decidiu-se tratar também silicone, além do
poliuretano. Essa decisao foi feita com base na diversidade de dispositivos médicos
que utilizam silicone como principal matéria prima®. Amostras retangulares de
poliuretano e silicone foram fixadas em percevejo e posicionadas sobre o eletrodo
inferior para os tratamentos. Ap6s cada tratamento era repetido o procedimento

asseéptico para retirada e armazenamento das amostras.
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Os estudos do envelhecimento do tratamento mostraram que os maiores
valores de angulo de contato foram obtidos logo ap6s o tratamento. Em funcéo
disso, optou-se pela inoculagdo das amostras de poliuretano e silicone um dia apo6s
a realizagao dos tratamentos.

Paralelamente aos tratamentos a plasma, foi realizada a padronizagéo
das suspensbes de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa
determinando a concentragdo microbiana destas suspensdes. Para o S. aureus foi
obtida uma carga de 1,11 x 10° UFC por gota de suspens&o. Para a suspenséo de
P. aeruginosa verificou-se a presenca de 3,8 x 10° UFC/gota.

Para obtenc&o de uma solugdo contendo 10° UFC/mI dos microrganismos
anteriormente citados, dois erlenmeyers contendo 40 ml de caldo enriquecido
(Triptona de Soja — TSB, Oxoid®) cada um, receberam uma aliquota de 18 pul e 53 pl
das suspensdes padronizadas de Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa, respectivamente.

Os caldos contendo Staphylococcus aureus ou Pseudomonas aeruginosa
foram distribuidos separadamente, em uma microplaca de 24 pocos (TPP®) na
quantidade de 1,5 ml por pogo, conforme mostra a Figura 4.7. Dos 24 pogos, quatro

nao foram utilizados.

AC-PU-Pa |A1-PU-PA |A2-PU-Pa |A3-PU-Pa |A4-PU-Pa
AC — S| - Pa A1 -S| -PA A2 — Sl - Pa A3 - Sl - Pa A4 - Sl - Pa
AC-PU-Sa |AMM-PU-As [|A2-PU-Sa |A3-PU-Sa |A4-PU-Sa
AC -S| - Sa A1 -S| -As A2 - Sl - Sa A3 - Sl - Sa A4 - Sl - Sa

Figura 4.7: Representagéo esquematica da divisdo da microplaca de 24 pogos TPP®

Legenda:

AC: Amostra Controle
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A1: Amostra tratada na condicao 1
A2: Amostra tratada na condi¢ao 2
A3: Amostra tratada na condicdo 3
A4: Amostra tratada na condicao 4
PU: Poliuretano

Sl: Silicone

Pa: Pseudomonas aeruginosa

Sa: Staphylococcus aureus

Essa divisado foi feita para que ndao houvesse contaminacéo ou troca das
bactérias e amostras.

Com o auxilio de uma pinc¢a, trés amostras tratadas de cada condigao de
cada polimero e a amostra-controle foram transferidas para seus respectivos pogos
na microplaca. Cada amostra corresponde ao periodo de incubagéo (24, 48 e 120
horas).

A microplaca foi incubada a 35° C em estufa bacteriolégica (marca
Quimis® Q-316.24) por um periodo de sete dias. Ao longo deste periodo uma
amostra foi retirada da estufa 24 horas apds o inicio da incubacgéo; as outras
permaneceram na estufa, sendo que a segunda amostra foi retirada apos 48 horas e
a terceira ap6s 120 horas da incubagdo. Imediatamente apds cada retirada, com o
auxilio de uma pinca estéril transferiu-se uma amostra tratada e o controle para
tubos de ensaio (um tubo para cada amostra) contendo 4 ml de solugéo salina (NaCl
0,85% vol.,, marca Synth®). Este procedimento foi realizado para os dois
microrganismos e o0s dois polimeros.

Os tubos de ensaio contendo as amostras foram submetidos a agitagcéo

ultrassénica (UNIQUE® Modelo USC-2800 A) por cinco minutos. Logo apds, retirou-
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se de cada tubo de ensaio uma aliquota de 100 ul que foi distribuida em pocos de
uma microplaca de 96 pocos (TPP®). A disposicdo da microplaca permitiu a
distribuicdo de quatro aliquotas de cada tubo de ensaio (quadruplicata). A Figura 4.8

mostra uma microplaca de 96 poc¢os.

Figura 4.8: Fotografia de uma microplaca de 96 pogos (TPP®). (Disponivel em: http://pt.wikipedia.org/
wiki/Microplaca.

Posteriormente a essa preparagdo, mediu-se a transmitancia de cada
poco em 340 nm com um leitor de Elisa.

Todos os materiais utilizados foram esterilizados em calor umido
(autoclave, modelo AV50, Phoenix®) ou calor seco (estufa esterilizante, modelo EL
1.6, Odontobras®) de acordo com a natureza de cada um. A agua utilizada para o
preparo dos meios de cultura ou solugbes salinas foi purificada por destilacéo

(Destilador modelo Q-316.14, Quimis®).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1.Tratamento Superficial — Testes
Teste 1: Verificagao da Assepsia do Reator
Apéds a retirada das placas de petri com agar do reator, elas foram
incubadas a 37° C por 24 horas e nao foi observada a presenca de colénias de
bactérias em nenhuma das placas. Isso mostra que o sistema de plasma do LaPTec

€ asseéptico e portanto ndo contamina as amostras durante o tratamento.

Teste 2: Verificagcdo de possiveis diferengcas entre as superficies da mesma
amostra

A figura 5.1 mostra os angulos de contato das duas superficies das
amostras tratadas em diferentes condi¢gdes. Como pode ser observado, com
excecao das condi¢bes 3, 4 e 6 ndo ha grandes discrepancias entre os angulos de
contato das duas faces. As variagbes, quando presentes, podem ser atribuidas a
diferentes rugosidades entre as superficies devido ao processo de usinagem do
polimero original. Importante ressaltar que as variagdes nas condi¢des 3, 4 e 6 ndo

foram maiores que 15%.
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CONDICOES DOS EXPERIMENTOS

Figura 5.1: Angulo de contato nas duas faces das amostras de poliuretano tratadas conforme as

condi¢des descritas na Tabela 2. As medidas encontradas nas superficies 1 e 2 no poliuretano como

recebido foram 89,25° e 90,89°, respectivamente.

Teste 3: Verificagao da existéncia de algum efeito de descarga

A figura 5.2 mostra os valores dos angulos de contato das oito amostras

tratadas em uma mesma descarga, conforme descrito no Teste 3.
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120

100

ANGULO DE CONTATO (°)
A [9) ®
o o o
T T T
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o
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1 2 3 4 5 6 7 8
AMOSTRA

Figura 5.2: Angulos de contato de diferentes amostras tratadas em uma mesma descarga. Os
parametros utilizados nesse teste foram: presséo parcial de SFs 6,67 Pa, poténcia 70 W, tempo de
exposi¢éo ao plasma 180 s.

De acordo com esses resultados, constata-se que a dispersado entre os valores dos
angulos de contato € menor que 10%. Desta forma, pode se considerar, sem que se
cometa grandes erros, que as amostras tratadas em uma mesma descarga séo
idénticas.
Teste 4: Envelhecimento

Foram feitas medidas de angulo de contato imediatamente apds o
tratamento, 7, 14, 21 e 29 dias ap6s exposi¢ao ao plasma.

A Figura 5.3 mostra a variacdo do angulo de contato com o decorrer do

tempo apds exposi¢cado ao plasma.
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Figura 5.3: Angulo de contato em fungéo do tempo de envelhecimento de amostras de poliuretano
tratadas nas condi¢des dadas na Tabela 3. A presséo parcial de SFs foi mantida constante e igual a
13,33 Pa. O angulo de contato medido na amostra sem tratamento foi de 92,7°

Com a figura acima é possivel constatar que todos os tratamentos
conferiram caracteristica hidrofébica a superficie. Os maiores valores de angulo de
contato foram obtidos nas medidas feitas imediatamente ap6s o tratamento. Isso
pode ser explicado pela provavel incorporagao de fluor na superficie das amostras.
Sete dias apds o tratamento houve uma reducéo inferior a 10% dos valores de 6. E
interessante comentar que ndo se observa nenhuma relagdo clara entre as
tendéncias de variagcdo dos angulos de contato e as condi¢des de tratamento.
Todavia deve-se ressaltar que mesmo apos 29 dias todas as amostras ainda
apresentavam angulos de contato maiores do que o valor medido no polimero como
recebido.

Como ja exposto, apds a realizacao destes 4 testes, foi feito um conjunto

com 48 experimentos para definicdo das melhores condicbes para se realizar os
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ensaios microbiologicos. As figuras 5.4, 5.5, 5.6, 5.7 e 5.8 mostram os valores do

angulo de contato das amostras sete dias apos os tratamentos descritos.

130
L]
125 :
> ; Tempo
6’ 120 } Condigao Poténcia (w) de
|<T: : Tratamento (s)
1 70 60
g 15r 2 70 120
o) | 3 50 180
O 40t 3 = 4 60 180
4 3 [ 5 70 180
o ) 6 80 180
=5 105 7 90 180
3 i f | x 8 100 180
S ol ; . 9 70 240
< | 3 | | 10 70 300
: : ; (] 11 80 300
CSN ? P4 ‘
i i i i i : i i i : i
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 N
CONDICOES DO EXPERIMENTO

Figura 5.4: Angulos de contato das amostras tratadas conforme as condi¢des descritas na Tabela 5,
com pressao parcial de SFs constante e igual a 6,67 Pa em todos os tratamentos, medidos 7 dias
apos o tratamento.
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Figura 5.5: Angulos de contato das amostras tratadas conforme as condigdes descritas na Tabela 5,
com pressao parcial de SFs constante e igual a 6,67 Pa em todos os tratamentos, medidos 7 dias
apos o tratamento.
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Figura 5.6: Angulos de contato das amostras tratadas conforme as condigdes descritas na Tabela 6,
com poténcia constante e igual a 70 W em todos os tratamentos, medidos 7 dias apds o tratamento.

A Figura 5.6 revela que os dois experimentos realizados sob as condigdes 27 e 28

obtiveram os menores valores de angulo de contato. Verificando os parametros
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utilizados nessas condigbes, observa-se a alta pressdo em ambos tratamentos (20
Pa para a condicéo 27 e 133 Pa para a 28, conforme Tabela 6). A pressao parcial
afeta diretamente o tratamento superficial. Quando altas pressbes sao utilizadas ha
um aumento nas colisdes elasticas e inelasticas entre elétrons e moléculas™. O
aumento da freqUéncia de colisdes elasticas conduz a um aumento na temperatura
do gas devido ao aumento da transferéncia de energia dos elétrons para as
moléculas do gas'. Isto resulta em um decréscimo de energia no elétron; este fato
conduz a redugéo no numero de elétrons energéticos e conseqientemente ao baixo
bombardeamento do eletrodo e nas amostras nele depositado. Pode-se sugerir que
uma menor freqiéncia de bombardeamento limita a criagdo de sitios ativos que

reagiriam com espécies do plasma, alterando as caracteristicas da superficie da

amostra.
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:: * 3 Tratamento (s)
E 120 L : ; 29 70 60
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3 | ' ; ! : 35 50 180
105 ! ! : ! $ :
3'® | . | | ¥ | . 3 | 36 60 180
Z 100 | ; : : ; 37 70 180
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95 | !
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Figura 5.7: Angulos de contato das amostras tratadas conforme as condicdes descritas na Tabela 7,
com pressao parcial de SFs constante e igual a 13,33 Pa em todos os tratamentos, medidos 7 dias
apos o tratamento.
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Figura 5.8: Angulos de contato das amostras tratadas conforme as condiges descritas na Tabela 7,
com pressao parcial de SFs constante e igual a 13,33 Pa em todos os tratamentos, medidos 7 dias
apos o tratamento.

Os experimentos que apresentaram os 10 melhores resultados, ou seja,

altos valores de angulos de contato estéao listados na Tabela 10.
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Tabela 10: Os dez maiores valores de angulo de contato, medidos nas amostras de poliuretano
conforme as condigbes descritas nas Tabelas 5, 6 e 7. O valor do angulo de contato no poliuretano
como recebido foi 89,25°.

s & [ condgao | potencia | qembode | Pressdoparci
133,43 42 120 180 13,33
133,23 38 80 180 13,33
127,31 48 70 540 13,33
127,15 5 70 180 6,67
126,08 25 70 180 10,67
125,69 44 70 300 13,33
125,53 43 70 240 13,33
124,75 26 70 180 12
124,12 24 70 180 9,33
123,83 47 70 480 13,33

Analisando os dados da Tabela 10, nota-se uma possivel influéncia da

poténcia, uma vez que os maiores valores deste parametro geraram as superficies

mais hidrofobicas. Plotando os valores dos angulos de contato versus a poténcia

utilizada no tratamento € possivel ter uma clara visdo da influéncia da poténcia,

conforme pode ser visto na Figura 5.9.
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Figura 5.9: Dez maiores angulos de contato encontrados na série de 48 experimentos versus a
poténcia aplicada no respectivo experimento.

Segundo Morosoff'? o aumento da poténcia pode levar @ um aumento na densidade
de elétrons energéticos, consequentemente elevando o bombardeamento do
eletrodo e das amostras nele situadas por ions energéticos. O impacto desses ions
energéticos do plasma pode gerar quebra das ligagdes poliméricas da superficie da
amostra. A quebra das ligagbes ocasionaria a formacéo de radicais livres, os quais
podem reagir com espécies fluoretadas do plasma, gerando desta forma uma

superficie com carater hidrofébico devido a presenca de fluor.

5.2.Ensaios Microbiol6égicos — Primeira Fase

Primeiro ensaio microbiologico: apds a realizagdo dos testes e da série

com 48 experimentos, optou-se por escolher 4 condi¢des que apresentaram angulos
de contato acima de 125° para a realizagdo dos ensaios microbiologicos. Essas

condi¢bes estdo descritas na Tabela 8, pagina 57.
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As amostras de poliuretano foram submetidas a medidas de angulo de
contato apds 7 dias do tratamento. A Figura 5.10 mostra os valores dos angulos de
contato obtidos nas amostras de poliuretano tratadas segundo as condigdes listadas

na Tabela 8, da pagina 57.
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Figura 5.10: Angulo de contato de amostras de poliuretano tratadas em plasmas de SFs, nas
condigdes dadas na Tabela 8, da pagina 57. O angulo de contato do poliuretano como recebido é
igual a 89,25°.

Como pode ser observado na Figura 5.10, todas as amostras
apresentaram angulo de contato com valores acima de 115°, isto €, as superficies
de poliuretano ap6s o tratamento a plasma de SFs se tornaram hidrofébicas. O maior
valor de angulo de contato foi obtido no tratamento cuja poténcia foi a maior
(condicado 2, poténcia 120 W). Este resultado esta de acordo com o exposto por
Morosoff'2. Qutro ponto importante a ser notado é que o segundo maior dngulo de

contato € aquele pertencente as amostras que permaneceram mais tempo expostas
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ao plasma. Esse periodo maior pode ter propiciado aumento na densidade de sitios
ativos na superficie que podem reagir com compostos fluoretados, conferindo
carater hidrofébico a superficie.

Embora as superficies obtiveram carater hidrofébico ap6s o tratamento,
ocorreu a formacao de colénias ao redor das amostras de poliuretano, como pode
ser observado nas Figuras 5.11 (amostra tratada na condi¢ao 1, submetida a ensaio
com a bactéria S.aureus), 5.12 (amostra tratada na condigéo 2, submetida a ensaio
com a bactéria S.aureus), 5.13 (amostra tratada na condi¢éo 3, submetida a ensaio
com a bactéria S.aureus), 5.14 (amostra tratada na condi¢céo 4, submetida a ensaio

com a bactéria S.aureus) e amostra controle (Figura 5.15).

Figura 5.11: Fotografia das coldnias de Staphylococcus aureus presentes nas solugbes e na amostra
de poliuretano (disco azul) tratada na condigao 1.



79

Figura 5.12: Fotografia das colbnias de Staphylococcus aureus presentes nas solugdes e na amostra
de poliuretano tratada na condi¢&o 2.

Figura 5.13: Fotografia das coldnias de Staphylococcus aureus presentes nas solugbes e na amostra
de poliuretano tratada na condigao 3.
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Figura 5.14: Fotografia das colbnias de Staphylococcus aureus presentes nas solugdes e na amostra
de poliuretano tratada na condi¢éo 4.

Figura 5.15: Fotografia das coldnias de Staphylococcus aureus presentes nas solugbes e na amostra
controle (poliuretano sem tratamento).

Houve também formacéao de colénias em todas as amostras tratadas e na
amostra-controle submetidas a ensaios com a Pseudomonas aeruginosa, como

pode ser observado nas Figuras 5.16 (amostra tratada na condi¢do 1), 5.17 (amostra
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tratada na condicdo 2), 5.18 (amostra tratada na condicéo 3), 5.19 (amostra tratada

na condicéo 4) e 5.20 (amostra-controle).

Figura 5.16: Fotografia das colonias de Pseudomonas aeruginosa presentes na amostra de
poliuretano (disco azul) tratada na condigéo 1.

Figura 5.17: Fotografia das coldnias de Pseudomonas aeruginosa presentes na amostra tratada na
condicéo 2.
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Figura 5.18: Fotografia das colbnias de Pseudomonas aeruginosa presentes na amostra tratada na
condicéo 3.

Figura 5.19: Fotografia das colbnias de Pseudomonas aeruginosa presentes na amostra tratada na
condicéo 4.



83

Figura 5.20: Fotografia das coldnias de Pseudomonas aeruginosa presentes na amostra-controle.

Essas primeiras analises forneceram apenas resultados qualitativos. A
olho nu eram perceptiveis as diferencas entre o comportamento das colénias das
duas bactérias: enquanto o biofilme produzido pela Pseudomonas aeruginosa
apresentava-se de forma viscosa e esverdeado, o do Staphylococcus aureus era
mais seco e esbranquicado. Essa diferenca nas caracteristicas do biofilme é devido
a P. aeruginosa ser uma bactéria gram-negativa e seu biofilme excretar pigmentos
que conferem aparéncia mucosa esverdeada, enquanto que o S. aureus por ser uma
bactéria gram-positiva secreta proteinas e coagulase, obtendo aparéncia menos
viscosa e branca.

N&o é possivel estabelecer uma relagédo entre a dimens&o do halo do
biofilme formado ao redor das amostras de poliuretano com a hidrofobicidade das
superficies, uma vez que nesse ensaio ndo houve a utilizagdo de nenhum método
de quantificagdo de UFCs (Unidades Formadoras de Colbnias), sendo apenas

qualitativo.
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Segundo ensaio microbioldgico: Optou-se por repetir a metodologia

utilizada no primeiro ensaio, utilizando-se as mesmas condi¢gbdes de tratamento para
o poliuretano apresentadas na Tabela 8, da pagina 57. Segundo relatos na
literatura™ > 7, o desenvolvimento do biofiime possui trés estagios (ades3o,
maturacdo e ruptura), entretanto a duracdo destes estagios ainda néo é
completamente sabida, devido aos complexos e desconhecidos mecanismos de
aderéncia e desenvolvimento e a diversidade de microrganismos e suas cepas. Por
esses mesmos motivos, é também dificil prever um padrdao de comportamento,
porém é sabido que em média um ciclo total do biofilme para a grande maioria das
bactérias pode levar entre cinco e sete dias. Com este novo conjunto de testes
aspirava-se avaliar se os polimeros tratados impediam a adesdo e os estagios
subseqientes do desenvolvimento do biofilme. Para isso, as amostras foram
submetidas a medidas de angulo de contato ap6s 7 dias do tratamento. A Figura
5.21 mostra os valores dos angulos de contato obtidos nas amostras tratadas

conforme as condi¢des da Tabela 8, pagina 57.
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Figura 5.21: Angulo de contato das amostras de poliuretano do segundo ensaio microbiolégico,
tratadas a plasma de SFs nas condi¢gdes da Tabela 8. O valor do angulo de contato encontrado para a
amostra sem tratamento (controle) foi de 89,25°.

Como pode ser observado na Figura 5.21, todas as amostras
apresentaram 6 acima de 120°, o que caracteriza as superficies como hidrofébicas.
E possivel notar que o maior valor obtido de 8 novamente foi na superficie na qual a
condicdo de tratamento utiliza o maior valor da poténcia (120 W). Este
comportamento é similar ao obtido no primeiro ensaio microbioldgico.

A Figura 5.22 mostra os resultados obtidos para as solugbes que
continham as amostras tratadas sob as condi¢cdes da Tabela 8, pagina 57, e também

para o poliuretano como recebido, inoculadas com o Staphylococcus aureus.
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Figura 5.22: Concentragéo de S. aureus derivada das solu¢des plaqueadas de cada amostra de
poliuretano tratada sob as condigdes descritas na Tabela 8. A condic¢ao indicada por 0 corresponde a
amostra-controle (poliuretano sem tratamento). A linha pontilhada indica a concentragdo inicialmente

inoculada.

z

E possivel perceber na Figura 5.22 que, 48 horas apos o periodo de
incubacado, exceto a solucdo referente a amostra 3, todas as outras solugbes
incluindo a do controle possuem uma concentragdo maior de bactérias do que a
quantidade inicialmente inoculada. Isso se deve ao fato de que as solugdes foram
plagueadas em meio rico de nutrientes (BHI), o que propicia o aumento da
populacao bacteriana. Esse aumento também sugere que as amostras 1, 2, 4 e 0
controle nao possuem nenhum efeito bacteriostatico, ou seja, impeditivo a
multiplicagdo do numero de bactérias; pode-se dizer também que essas amostras
também n&o possuem efeito bactericida, uma vez que n&do houve morte de
microrganismos. Tais afirmacgbes sdo fundamentadas no aumento da concentragéo
de bactérias nas solugbes que continham as amostras. Como estas solugbes

apresentam grande quantidade de microrganismos € possivel sugerir que a
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concentragdo de microrganismos aderidos nas amostras de poliuretano é pequena,
insinuando que possivelmente o processo de adesao esteja na fase inicial.

Na segunda retirada (96 horas apds a incubacéo) das solugdes, houve
decréscimo na concentragao de bactérias em todas as solugdes, incluindo a solugao
que continha o poliuretano como recebido, este inclusive apresentou a menor
concentragéo. Este decréscimo pode estar relacionado a formagao do biofilme nas
amostras de poliuretano, isto €, ha um aumento na concentragdo de microrganismos
aderidos nas amostras e conseqientemente, diminui¢do nas solugdes. A escassez e
a competicdo por nutrientes no meio também conduzem a formagéo de biofilmes,
uma vez que funcionam como meio protetivo para as bactérias. Watnick®® afirma que
os biofilmes bacterianos funcionam como “comunidades”, uma vez que fornecem
nutrientes e seguranga as bactérias, fatores decisivos a continuidade da vida celular.

A formacéo inicial de um biofilme ocorre com a adesdo de bactérias
chamadas primarias, que secretam exopolissacarideos (EPS), substancia
responsavel pela arquitetura do biofiime® e frequentemente essa adesdo é
irreversivel”.

Na terceira retirada das solug¢des (168 horas) ha novamente um aumento
da concentracdo de microrganismos nas solugdes, o que € reflexo da menor
presenca destes nas amostras de poliuretano; a solugdo que continha a amostra
tratada sob a condicdo 2 e a solugdo da amostra controle apresentaram a maior
quantidade de S. aureus. A presenga de grande quantidade de microorganismos nas
solugbes pode ser decorrente da etapa de maturagdo e consequente
desprendimento de alguns microrganismos que ficam na solugdo. Segundo Doyle™ o
desprendimento inicia-se logo ap6s a adesdo das bactérias primarias,

principalmente quando o numero de microrganismos aumenta aceleradamente,
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causando a “faléncia” da massa do biofiime devido a limitagdo de nutrientes e
oxigénio e acumulo de acidos organicos prejudiciais as bactérias.

O intervalo de tempo de 168 horas permitiu visualizar o ciclo completo do
biofilme (adesdo, desenvolvimento e maturagdo), com a possivel adesdo na
segunda retirada, o desenvolvimento entre a segunda e a terceira retirada,
ocorrendo nesta ultima, sinais do desprendimento do biofilme.

A forma mais eficiente de se prevenir a formacédo de um biofilme é
impedindo a adesao inicial®. Desta forma, pode-se afirmar que as melhores
respostas obtidas para as amostras inoculadas com S. aureus foram as amostra-
controle e a amostra tratada com a condi¢céo 2, descrita na Tabela 8, pagina 57.
Contudo, nem o poliuretano como recebido, nem a amostra 2 sdo considerados
ideais. Essas afirmacdes podem ser feitas com bastante seguranga, uma vez que ha
adesao inicial, entretanto uma grande quantidade de bactérias € desprendida ao
final do ciclo. As amostras tratadas sob as condi¢gdes 1, 3 e 4 possivelmente
apresentaram um biofilme maior, uma vez que o desprendimento de microrganismos
foi pequeno comparado ao desprendimento que ocorreu nas amostra-controle e
amostra 2.

Correlacionando a hidrofobicidade com o comportamento apresentado
pelas bactérias, é possivel sugerir que a superficie tratada sob a condicédo 2 e a
amostra controle ndo sado atrativas para o S. aureus. Entretanto, essas duas
superficies apresentaram comportamentos bem distintos: a amostra controle
apresentou 0 igual a 89,25° enquanto que a amostra 2 teve um angulo de contato
acima de 134°, o que caracteriza uma superficie altamente hidrofobica®. Diante
desses comportamentos, é dificil prever alguma relacdo para a ndo atratividade da

bactéria por essas duas superficies, uma vez que inuUmeros eventos ocorrem
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durante todo o ciclo de formagcdo de um biofilme, sendo esses complexos e de
pouco conhecimento. Doyle™, entretanto, sugere que a maioria dos microrganismos
possui carga negativa e consequientemente uma superficie negativa exerceria uma
forca repulsiva nos microrganismos. Essa pode ser uma explicagcédo para que a
superficie 2 ndo seja atrativa ao S. aureus, pois o carater hidrofébico da superficie
pode ser decorréncia da poténcia aplicada favorecendo a incorporagdo de fluor
(altamente eletronegativo) na superficie. Flemming et al*® estudaram a adeséo de S.
aureus em poliuretano comum e poliuretanos funcionais (poliuretanos sulforados e
fosforados). Neste estudo, os polimeros eram submetidos a ensaios microbiologicos
e o poliuretano comum apresentou adesao de bactérias na superficie; entretanto nao
foi possivel estabelecer nenhuma relacdo entre a adesdo de bactérias e as
caracteristicas dos polimeros.

A Figura 5.23 mostra os resultados obtidos para as concentragdes das
solugbes que continham o poliuretano como recebido e as amostras tratadas nas

condi¢cbes descritas na Tabela 8, pagina 57.
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Figura 5.23: Concentragéo de .P.aeruginosa derivada das solugbes plaqueadas de cada amostra de

poliuretano tratada sob as condigdes descritas na Tabela 8. A condic¢ao indicada por 0 corresponde a

amostra-controle (poliuretano sem tratamento). A linha pontilhada indica a concentragdo inicialmente
inoculada.

Analisando a Figura 5.23 & possivel perceber que na primeira retirada (48
horas ap6s a incubacé&o) ndo houve niveis significativos para quantificagcdo das
bactérias na solugdo de nenhuma amostra, isto &, controle e amostras tratadas, o
que pode sugerir a adesdo dos microrganismo em suas superficies, iniciando neste
momento o processo do biofilme.

Na segunda retirada (ap6s 96 horas do inicio da incubagéo) é possivel
sugerir que ocorre a fase final do ciclo de biofilme, na qual ocorre a ruptura e o
desprendimento de microrganismo. Pode-se notar que a solu¢gao da amostra tratada
sob a condicdo 4 e a solucdo da amostra-controle apresentaram as maiores
quantidades de bactérias, o que pode sugerir a menor presenga de P. aeruginosa na
superficie do poliuretano.

Na terceira retirada (168 horas apds o periodo de incubagédo) houve um

decréscimo na concentragao de bactérias nas solugbes, o que pode sugerir 0 inicio
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de um novo ciclo de formagéo de biofilmes. Comparativamente, o ciclo do biofilme
da P. aeruginosa tem inicio em um intervalo de tempo menor do que o S. aureus.
Carnazza et al® observaram que algumas espécies poliméricas realmente aceleram
o inicio do processo de adesao da P. aeruginosa.

E possivel afirmar que as solucdes das amostras 1 e 3 apresentaram um
comportamento indesejavel, pois nota-se a baixa concentragcdo de células nas
solugdes, sugerindo alta concentracdo nas amostras. Entretanto, dentre os
comportamentos analisados pode-se declarar que aquele que mais se aproxima do
desejavel é o da condigdo 4. Cumpre ressaltar, que este ainda ndo € o melhor
comportamento, ou o ideal, pois houve adeséo inicial das bactérias.

A superficie da amostra tratada sob a condigdo 4 (Tabela 8, pagina 57),
apresenta angulo de contato aproximadamente igual a 130°. Como visto
anteriormente, a exposigcédo a plasmas de SFs propicia aumento na hidrofobicidade.
A superficie da amostra 4 ficou um tempo longo na exposi¢céo ao plasma e pode-se
afrmar que a hidrofobicidade e o tempo de exposicdo sao diretamente
proporcionais. Quanto maior for o tempo da superficie exposta, maior sera a
densidade de sitios ativos que podem reagir com particulas energéticas de fluor,
favorecendo a formacdo de uma superficie hidrofébica, menos atrativa para a P.
aeruginosa. Contudo, devido a diversidade de fatores biologicos, fisicos e quimicos,
apenas a medida de 6 ¢ insuficiente para predizer as reais condi¢des necessarias

para evitar a ades3o inicial®.
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5.3.Ensaios Microbiolégicos — Segunda Fase

N&o ha na literatura uma metodologia padréo para o estudo de biofiimes
bacterianos. Goeres’’, em seu artigo “Statistical Assessment of a laboratory method
for growing biofilms” estuda essa variabilidade de métodos experimentais, com
diferentes variaveis de processo utilizadas no crescimento de biofilmes. Ha
divergéncias quanto ao tempo e temperatura utilizados para o periodo de incubagao
das amostras na solugdo que contém a carga microbiana e as retiradas para
quantificagdo dos microrganismos: Nattharika et al™* propuseram que as amostras
ficassem incubadas por 3 horas, a 37 °C, enquanto Triandafillu et al®? e Satriano et
al®®* propéem um tempo de incubacdo de 2 horas, porém com diferentes
temperaturas: 24°C e 37°C, respectivamente. Free et al”® sugerem um tempo de
incubacédo de 5 horas enquanto que Everaert et al *® preferem 7 horas, ambos a
37°C. Flemming et al*® retiraram a primeira amostra apés uma hora de incubacéo e a
segunda amostra apds 24 horas, enquanto Zhang et al®*® fizeram a primeira retirada
apos 36 horas; Hume et al*® fizeram duas retiradas, a primeira com 5 horas e a
segunda apo6s 24 horas de incubacgdo. Analisando-se os trabalhos de diversos
autores nota-se que incubagdes por periodos menores que 24 horas resultam em
quantidades insignificantes de microrganismos. A contagem passa a ser significativa
apos 24 horas, sugerindo a adeséo inicial das bactérias a partir desse intervalo de
tempo. A concentragdo de bactérias no inoculo inicial e o tempo de agitagcao
ultrassénica também ndo sdo padronizados. As concentragdes variam de 10°
UFC/mI*® % até 10° UFC/mI”® enquanto que o tempo de agitagdo varia de 20 s*, 60
s, 120 s% até 900 s?.

Baseados na falta de consenso quanto as técnicas para

acompanhamento, formacdo e quantificagdo de biofilmes e nos testes qualitativos
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optou-se por utilizar como técnica de quantificacdo, a Turbidimetria. Nesta nova
metodologia empregou-se um periodo inicial de incubagédo das amostras na solugéo
microbiana de 24 horas, sendo este chamado de primeira retirada. A segunda e a
terceira retiradas foram feitas respectivamente apds 48 e 120 horas de incubacao.
Esses periodos foram escolhidos para permitir a avaliagdo de todo o ciclo da
adesao, formacdo (maturagcéo) e ruptura do biofiime, conforme observado por
Boari™.

Inicialmente foram feitas as leituras das diluicdes da padronizacéo das

suspensdes microbianas com o leitor de Elisa em 340 nm, conforme mostrado na

Figura 5.24.
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Figura 5.24: Correlagéo entre a absorbancia em 340 nm e a densidade de Staphylococcus aureus em
suspensao.

A correlagdo entre a absorbéncia e a concentragdo de Pseudomonas

aeruginosa € mostrada na Figura 5.25:
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Figura 5.25: Correlagéo entre a absorbancia em 340 nm e a densidade de Pseudomonas aeruginosa
em suspensao.

A partir da regressao linear das curvas de padronizag¢ao, foram obtidas as
equacdes que permitem determinar as concentragbes das cargas microbianas a

partir de medidas de absorbancia. Tais equa¢des sao apresentadas na Tabela 11:

Tabela 11: Relagéo entre a absorbancia (y) e a concentragéo (x) de bactérias em suspensao.
Staphylococcus aureus y =2x107"x + 0,0506

Pseudomonas aeruginosa y=2x107"x + 0,0528

Correlacionando as absorbancias e a carga microbiana foi possivel
quantificar a concentragédo de microrganismo nas solugbes das amostras incubadas

nos tempos pré-estabelecidos.
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Na segunda fase dos trabalhos, houve uma preocupagdo maior em

analisar a superficie das amostras tratadas sob as condigbes da Tabela 9, pagina

60. Para isso utilizou-se além da técnica do Angulo de Contato, a Espectroscopia de

Infravermelho.

Na figura 5.26 s&o mostradas as curvas de envelhecimento referentes aos

tratamentos a plasma de SFs em amostras de poliuretano, nas condi¢des citadas na

Tabela 9.
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Figura 5.26: Angulo de contato de amostras de poliuretano em fungdo do tempo ap6s tratamento nas

diferentes condi¢des, dadas na Tabela 9, pagina 60.

Pode ser observado na Figura 5.26 que os angulos de contato das

amostras tratadas sob as condi¢des 1, 3 e 4 apresentam uma tendéncia semelhante.

Nos trés casos os angulos de contato medidos imediatamente ap6s o tratamento

eram de aproximadamente 130° e convergiram para cerca de 128°, nove dias apos o
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tratamento. Por outro lado, o angulo de contato da amostra tratada na condigéo 2,
além de ser menor que os obtidos com os outros tratamentos apresenta uma
variagdo temporal mais pronunciada, atingindo um valor cerca de 10% menor que
aquele medido imediatamente apdés o tratamento. A analise das tendéncias das
quatro curvas sugere que a poténcia € o parametro com maior influéncia sobre o
angulo de contato do poliuretano. O aumento da poténcia de excitagédo provoca um
aumento na energia média das espécies do plasma. Desta forma, a taxa de impacto
de espécies mais energéticas com a superficie pode aumentar e o consequente
aumento da energia depositada no solido pode resultar em um maior grau de
fragmentagdo de ligagdes quimicas na superficie do polimero. Esta maior
fragmentagdo, por sua vez, leva a uma maior insaturacdo da superficie o que
dificultaria a incorporagdo de fluor explicando o menor angulo de contato. Além
disso, com o aumento da quebra de ligagdes, mais radicais livres sao formados, e
estes podem reagir lentamente com espécies atmosféricas hidrofilicas, como vapor
d’agua, o que responderia pela redugao de 6 com o envelhecimento da amostra.
Apds nove dias do tratamento, a amostra da condigéo 2 apresenta uma tendéncia de
recuperacao do valor de 0, fato também observado por Aol et al’” em seus estudos.
A recuperagéo pode ser resultado da migragdo de grupos polares na superficie do
polimero através de movimentos de rotacéo’®.

A Figura 5.27 mostra o espectro de absor¢édo no infravermelho de

amostras de poliuretano expostas aos diferentes tratamentos listados na Tabela 9.
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Figura 5.27: Espectros de absor¢&o no infravermelho de amostras de poliuretano como recebido e
tratadas nas condi¢des da Tabela 9.

Pode-se observar que todos os espectros sdao bastante semelhantes, o
que reforga a suposigdo de que os tratamentos a plasma sao muito superficiais. As
absorcées em torno de 1350 cm™ sdo atribuidas ao estiramento de grupos de
ligacGes C-N, para a absorgdo em torno de 650 cm™, o que sugere a manutencgéo do
nitrogénio no polimero Observa-se que nao foi detectada no espectro das amostras
tratadas a plasma de SFs nenhuma banda significativa atribuida a ligagdes com
flior. Neste caso, pode-se supor que a incorporacédo de fluor na superficie das
amostras nao foi significativa, uma vez que néao foi detectada pelo IR, podendo ser
resultado de diversos fatores ligados aos parametros utilizados no tratamento a
plasma.

A Figura 5.28 mostra os resultados obtidos para as concentracbes das
solugdes que continham o poliuretano como recebido e as amostras tratadas nas

condi¢cbes descritas na Tabela 9, pagina 60, inoculadas com Staphylococcus aureus.
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Figura 5.28: Concentragéo de S. aureus derivada das solu¢des plaqueadas de cada amostra de
poliuretano tratada sob as condigdes descritas na Tabela 9. A condic¢ao indicada por O corresponde a
amostra-controle (poliuretano sem tratamento).

Através da analise da Figura 5.28 & possivel observar que na primeira
retirada (24 horas apds o periodo de incubagado) a concentragéo de S. aureus nas
solugbes nao era significativa, o que sugere que 0s microrganismos iniciaram o
processo de adesido nas amostras de poliuretano. Esse comportamento € diferente
do observado para esse mesmo polimero e bactéria pela técnica do Pour Plate, uma
vez que nesta técnica a adesao pode ter se iniciado no periodo compreendido entre
48 e 96 horas apos o periodo de incubagao. Na segunda retirada, ha um aumento
nas concentragdes das bactérias nas solugbes que continham as amostras tratadas
sob as condi¢des 1 e 2 e na amostra controle, podendo significar desprendimento da
massa do biofilme; contudo esse efeito ndo é percebido nas solugbes 3 e 4. Na
terceira retirada (120 horas ap6s o periodo de incubagéo) também s&o percebidas
concentragbes significativas de microrganismo nas solugbes, indicativo de que o

processo de desprendimento ainda pode estar ocorrendo. Este fato € ainda mais
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evidente na solugdo que continha a amostra 2, uma vez que foi a que apresentou
maior concentragdo de microrganismo, levando em consideragéo as trés retiradas;
por esse motivo, pode se afirmar que a melhor condicdo de tratamento observada
para o poliuretano foi a condi¢do 2. Entretanto, como afirmado anteriormente, ainda
nao é a condicao ideal, uma vez que permitiu a aderéncia de microrganismos, no
inicio do processo.
E interessante analisar que a condicdo 2 foi a que apresentou superficie menos
hidrofobica, supostamente causada por maior fragmentagcdo e consequiente
insaturacdo da superficie, dificultando a incorporacdo de fluor, o que pdde ser
confirmado através dos espectros de Infravermelho, onde nao foi detectada
nenhuma banda de absorcdo de compostos fluoretados. E sabido que a
hidrofobicidade € um dos fatores mais importantes que afetam os biomateriais’™,
entretanto novamente ndo € observado um comportamento padrdo para a
Staphylococcus aureus. Zhang et al*® observaram a preferéncia da S. aureus por
superficies hidrofilicas, enquanto que Doyle”™ observa o contrario. Porém, ambos
afirmam que os mecanismos de atratividade destas bactérias ndo estdo plenamente
entendidos, o que dificulta a busca pela superficie com caracteristicas menos
atrativas. Pode-se sugerir, com base neste trabalho e nas afirmagbes de Zhang et
al®®* que talvez a bactéria S. aureus tenha preferéncia por superficies menos
hidrofébicas, contudo néo é possivel padronizar esse tipo de comportamento para o
microrganismo, uma vez que as caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas de
cada tratamento e das bactérias séo diferentes.

A Figura 5.29 mostra os resultados obtidos para as concentragdes das

solugbes que continham o poliuretano como recebido e as amostras tratadas nas
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condicdes descritas na Tabela 9, pagina 60, inoculadas com Pseudomonas

aeruginosa.

ax10° N

8x10° |
= T10° ] 24HORAS
£ [ 48HORAS
Q ex10° | [_1120HORAS
=)
o 5x10°
<L =
O s Tempo Presséo
é 4x10° |+ Condigao Poténcia (w) de Parcial de
= Tratamento (s) SF, (Pa)
P4 5
w 310" 1 70 180 6,67
e 2 120 180 13,33
O 2x10° | 3 70 240 13,33
o ] 4 70 540 13,33

1x10° -

0
0 1 2 3 4
CONDI(;OES DO EXPERIMENTO

Figura 5.28: Concentragéo de P.aeruginosa derivada das solugbes plaqueadas de cada amostra de
poliuretano tratada sob as condigdes descritas na Tabela 9. A condicao indicada por 0 corresponde a
amostra-controle (poliuretano sem tratamento).

Através da Figura 5.29 é possivel observar que as solugbes da amostra

do poliuretano como recebido e das amostras tratadas apresentam o mesmo

comportamento descrito para a S. aureus, isto €, adesdo dos microrganismos nas

amostras e consequente diminuigdo nas solugdes na primeira retirada (24 horas) e

na segunda e terceira retiradas observam-se grandes concentracdes de P.

aeruginosa nas solugdes, indicativo do desprendimento de massas do biofiime.

Baseado nessas concentragdes de bactérias nas solugdes, pode-se dizer que o

melhor tratamento para tornar a superficie menos atrativa para a P. aeruginosa foi a

condigdo 3, que obteve o maior desprendimento de bactérias apos a ades&o. Porém,

essa ndo é uma condigdo ideal, pois permitiu a adeséo inicial. A superficie tratada
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na condicdo 3 apresentou angulos de contato variando entre 135 e 125°, sugerindo
que a P. aeruginosa nao é atraida por superficies altamente hidrofobicas, conforme

sugerido por Doyle™.

Silicone
Na Figura 5.30 podem ser observadas as curvas de envelhecimento dos
angulos de contato de amostras de silicone expostas a plasmas de SFs, nas

condi¢cbes dadas na Tabela 9, pagina 60.
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Figura 5.30: Angulo de contato de amostras de silicone em fungéo do tempo apds tratamento nas
diferentes condi¢des, dadas na Tabela 9, pagina 60.

Embora os angulos de contato das amostras de silicone n&o apresentem

uma relagdo muito evidente com as condigbes de tratamento, para o estudo em
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questdo é suficiente constatar que em todos os casos os angulos de contato 24
horas ap0s o inicio do tratamento estavam proximos de 120°.

A Figura 5.31 mostra os espectros na regido do Infravermelho das
amostras de silicone sem tratamento e expostas a plasmas de SF¢ nas condigbes

listadas na Tabela 9, pagina 60.
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Figura 5.31: Espectros de absorgao no infravermelho de amostras de silicone como recebido e
tratadas nas condi¢bes da Tabela 9.

Novamente observa-se a semelhanga de todos os espectros, inclusive o
da amostra ndo tratada. As absorgées ao redor de 600 cm™, atribuidas a grupos Si-
C-O em 900 cm™ devido ao estiramento de ligagdes Si-O-Si, indicam a manutencgéo
do silicio na estrutura do polimero. Além disso, o surgimento de uma absorgdo em
torno de 1100 cm™ nos espectros das amostras tratadas, atribuida a grupos CHF,

indicam a incorporacgéao de fluor ao material tratado, o que se da possivelmente pela
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ligacao de fluor a sitios ativos gerados pela reagao de fluor atdmico do plasma com
espécies da superficie polimérica.

A Figura 5.32 mostra os resultados obtidos para as concentra¢des das
solugdes que continham o silicone como recebido e as amostras tratadas nas

condi¢cbes descritas na Tabela 9, pagina 60, inoculadas com Staphylococcus aureus.
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Figura 5.32: Concentracado de S. aureus derivada das solugdes plaqueadas de cada amostra de
silicone tratada sob as condi¢des descritas na Tabela 9. A condigdo indicada por 0 corresponde a
amostra-controle (silicone sem tratamento).

Observa-se que o comportamento para silicone inoculado com S.aureus
foi semelhante ao poliuretano. Na primeira retirada (24 horas apds a inoculagéo) é
possivel sugerir que esteja ocorrendo a adesdo das bactérias a superficie do
silicone, uma vez que nado ha quantidades significativas de microrganismos nas
solugcdes dessa etapa. A segunda retirada (48 horas) apresentou aumento na

concentragdo de microrganismos nas solugdes, o mesmo acontecendo na terceira
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retirada. Pode-se insinuar que a melhor condigdo de tratamento foi a 3, pela
quantidade de bactérias desprendidas. Diferentemente do que aconteceu com o
poliuretano, no silicone a S. aureus nao foi atraida por uma superficie hidrofobica, o
que reforgca a teoria de que as forgcas de adesdo para o inicio de formagao do
biofilme dependem de inumeros fatores, uma vez que cada superficie apresenta
uma composicao distinta, graus de rugosidade e polimento diversos, entre outros.

A Figura 5.33 mostra os resultados obtidos para as concentragcbes das
solugbes que continham o silicone como recebido e as amostras tratadas nas

condigcbes descritas na Tabela 9, pagina 60, inoculadas com Pseudomonas

aeruginosa.
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Figura 5.33: Concentragcio de P.aeruginosa derivada das solugdes plaqueadas de cada amostra de
silicone tratada sob as condi¢des descritas na Tabela 9. A condi¢ao indicada por 0 corresponde a
amostra-controle (poliuretano sem tratamento).

Através da analise da Figura 5.33 pode-se insinuar que o silicone n&o

tratado ou tratado sob as condi¢gbes descritas na Tabela 9 é altamente atrativo para
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a P. aeruginosa, uma vez que nao se percebe em quase nenhuma retirada (exceto
na 2° retirada da condicdo 3) grandes concentragcdes de microrganismos nas
solugbes, o que € um indicativo da grande aderéncia destes nas superficies de
silicone. Everaert et al*® estudaram contaminagdo de microrganismos em silicone e
também encontraram grande quantidade de bactérias aderidas a superficie do
polimero sem tratamento (hidrofébico) e tratado (hidrofilico), o que confirma a
inexisténcia de um comportamento padrao para os microrganismos. Pode-se aventar
que dentre as condi¢cdes estudadas nessa dissertagdo para se tratar o silicone

contra a adesao de P. aeruginosa, nenhuma alcangou resultados desejaveis.
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6. CONCLUSOES

Conforme visto neste trabalho, o tratamento a plasma usando SFs
resultou no aumento da hidrofobicidade de amostras de poliuretano e silicone. Este
aumento foi mais pronunciado para o poliuretano cujos angulos de contato variaram
entre 125 e 135°. Também como foi discutido nos resultados, as condigbes de
tratamento tém forte influéncia no carater hidrofébico, como pode ser verificado
quando as amostras de poliuretano foram expostas ao plasma durante 540 s,
adquirindo caracteristicas fortemente hidrofébicas e quando foram submetidas a
altas pressdes, adquirindo caracteristicas hidrofilicas.

As caracteristicas de uma superficie sdo fatores importantes na adesao
de biofilmes, entretanto esse mecanismo & bastante complexo e nao totalmente
conhecido. Cada microrganismo tem uma interacdo diferente com a superficie,
devido a fatores fisicos, quimicos e bioldgicos.

Através desse trabalho pode-se observar que a repulsdo da
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa ¢é favorecida pela
hidrofobicidade da superficie, tanto do poliuretano quanto do silicone. Entretanto,
nenhuma condicdo de tratamento foi capaz de impedir a adesé&o inicial. Pode-se
sugerir que alguns tratamentos tiveram melhor comportamento que outros, uma vez
que desprenderam maior quantidade de microrganismos, mas ainda néo se chegou
na condig&o ideal. S&do necessarios mais estudos para se entender os mecanismos

de adesao e a partir dai, estabelecer uma superficie ideal.
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