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Resumo

A contaminacdo por biofilmes bacterianos tem um forte impacto negativo,
especialmente quando aderidos na superficie de proteses, implantes, pinos e outros
dispositivos médico-cirargicos. Neste trabalho foram produzidas amostras metélicas de
titanio e AlISI 304 com ions Ag* implantados por IPD a diferentes energias: 2 e 4 keV; e
com diferentes tempos de implantacdo: 30, 45, 60 e 90 min visando a obtencdo de
superficies com propriedades bactericidas. A profundidade e o perfil de distribuicdo dos
ions implantados foram estimados por simulacdo de Monte Carlo utilizando o software
SRIM 2008, juntamente com a determinacao da concentracdo de prata incorporada nas
amostras por técnicas espectroscopicas. A atividade bactericida das amostras de titanio
com diferentes concentracGes de prata foi avaliada por meio do tratamento de um efluente
industrial liquido, que foi submetido & contagem de Escherichia coli antes e depois do
contato do efluente com as amostras. O angulo de contato foi medido para avaliacdo da
molhabilidade das amostras de titdnio que apresentaram as maiores concentracdes de
prata, fator determinante na adesdo de bactérias e células humanas. A citotoxidade foi
avaliada através de teste de viabilidade celular e analise morfoldgica. Obteve-se uma
reducdo de 27% de E.coli no efluente industrial tratado com a amostra implantada a 4
keV por 45 min, com concentrac&o inicial de 3,35 x 10® 4tomos cm2.N4o foi detectado
efeito toxico da prata para células humanas MG63, mesmo considerando as maiores
concentragdes prata, uma vez que ndo houve reducédo na adeséo e proliferacéo celular em
relacdo ao titdnio ndo tratado. Para as amostras de AISI 304, os ensaios de adesdao
microbiana foram realizados para as bactérias Listeria monocytogenes e Salmonella
Enteritidis, resultando em uma reducdo de 65,9 e 69,8%, respectivamente. Por fim, os
resultados mostraram que o tratamento estudado para obtencdo de materiais metélicos
com acdo bactericida é promissor para aplicacdes na area médica, no entanto é necessario

uma avaliacdo em longo prazo para garantir a seguranca de sua utilizagéo.

Palavras-chave: Biomateriais, acdo bactericida, implantacdo idnica a baixas energias,

ions de prata, titanio, ago inoxidavel.



Abstract

Contamination by bacterial biofilms has a strong negative impact, especially when
given on the surface of prostheses, implants, pins and other medical-surgical devices. In
this study metal samples of Titanium cp and AISI 304 were produced with Ag* ions
implanted by IPD at different energies: 2 and 4 keV and different implantation times: 30,
45, 60 and 90 min to obtain surfaces with bactericidal properties. The depth and the
distribution profile of the implanted ions were estimated by Monte Carlo simulation using
the SRIM 2008 software. The Ag* ions concentration incorporated in the samples was
determinate by spectroscopic techniques. Bactericidal activity of the titanium samples
with different concentration of Ag* ions was evaluated by the treatment of a liquid
industrial waste. It was submitted to Escherichia coli counting before and after the contact
of the waste with the samples. The contact angle was measured to evaluate the wettability
of the titanium samples that presented the highest silver concentration. Wettability is a
determinant factor in the adhesion of bacteria and human cells. Cytotoxicity was
evaluated by cell viability test and morphological analysis. A 27% reduction of E. coli in
the industrial waste treated with the sample implanted at 4 keV was achieved for 45 min
with an initial concentration of 3.35 x 10 atoms cm?. No toxic effect of silver was
detected on human MG63 cells, even considering the higher concentration of silver, since
there was no reduction in cell adhesion and proliferation ¢ to untreated titanium. For the
AISI 304 samples, the microbial adhesion assays were performed for the bacteria Listeria
monocytogenes and Salmonella Enteritidis, resulting in a reduction of 65.9 and 69.8%,
respectively. Finally, the results showed that the treatment studied to obtain metallic
materials with bactericidal action is promising for applications in the medical field,
however a long term evaluation is necessary to guarantee the safety of its use.
Keywords: Biomaterials, bactericidal action, low energy ion implantation, ions of silver,

titanium, stainless steel.



1 Introducéo

Pesquisas cientificas visando o controle de micro-organismos patogénicos
constituem um campo de estudos que abrange diferentes areas, ndo s6 da Biologia e da
Saude, mas também da Engenharia, na industria alimenticia, ciéncia marinha e na
biomedicina. Um dos maiores desafios, tanto na industria alimenticia quanto na area
médica, tem sido o combate as infec¢bes causadas por micro-organismos que formam
biofilmes aderidos a superficies e que tém contato direto com alimentos, proteses e outros
instrumentos cirargicos [1-3].

Dentre 0s materiais mais empregados nas areas mencionadas anteriormente,
destacam-se 0s acos inoxidaveis com excelente resisténcia a corrosao, fadiga e fratura.
Esses materiais sdo empregados em instrumentos cirdrgicos, em implantes, e no
processamento e armazenamento de alimentos e bebidas. Embora seja uma superficie lisa
e de facil higienizacdo, comparada a de outros materiais, ela ainda esta sujeita ao acimulo
de varios micro-organismos [1]. Bactérias Gram-positivas como o Staphylococcus aureus
e bactérias Gram-negativas como a Escherichia coli, podem manter-se imdveis na
superficie do material por um longo periodo de tempo até o seu desenvolvimento na forma
de um biofilme [2-4].

O titanio, devido as suas excelentes propriedades, se destaca por aplicacbes na
medicina, odontologia, e também na industria aeronautica [5]. Por ser um metal altamente
reativo e apresentar grande afinidade pelo oxigénio, quando em contato com uma
atmosfera oxidante (incluindo fluidos corpéreos), a temperatura ambiente, tende a formar
em sua superficie e de forma espontanea e instantanea uma fina camada aderente e
protetora de o0xido de titanio (TiO2). Essa camada confere ao titanio alta resisténcia a
corrosdo, sendo também responsavel pela biocompatibilidade do material, pois protege o

meio biologico dos efeitos toxicos da dissolugdo de elementos oriundos do interior do



metal [6,7]. Quando a camada de TiO2 e danificada pode se recompor rapidamente,
estando exposta a um meio oxidante [8].

Na area médica, a adesdo de bactérias apresenta, geralmente, um carater nocivo,
uma vez que esta associada a um grande numero de problemas de salde. As
contaminacdes cruzadas de pacientes sdo associadas a formacao de biofilmes bacterianos
em instrumentos e dispositivos médicos, como a superficie de implantes (contaminados)
que séo transferidos ao tecido do hospedeiro (ndo contaminado). Ha também grande risco
de complicacdes pos-cirdrgicas pela utilizacdo de instrumentos cirdrgicos contaminados
por micro-organismos, devido a falhas no processo de esterilizacdo desses materiais.
Nesses casos, surge a necessidade de reintervencGes medico-cirurgicas extensas e
dispendiosas, cujo tratamento pode durar meses, inclusive com o risco de levar o paciente
a morte [9].

Outra area que demanda formas de evitar a formacao de biofilmes é a industria de
alimentos, pois a contaminacdo microbiana em qualquer parte do processo produtivo
representa um risco potencial que pode comprometer a qualidade dos alimentos e da satde
publica [10]. A acumulacdo de biofilmes em equipamentos pode ainda causar efeitos
indesejados como perdas de eficiéncia em permutadores de calor, perdas de carga em
dutos e tubulacgdes, assim como a aceleracdo da corrosdo de materiais [10,11].

Sendo assim, a contaminacdo por micro-organismos faz com que o controle das
propriedades de superficie dos materiais ocupe uma posicdo de destaque na ciéncia
moderna, pois € crucial a influéncia que as caracteristicas fisico-quimicas de interfaces
exercem na concepgdo e no desempenho de materiais inovadores. A engenharia de
superficies se ocupa de um desafio cientifico e tecnolégico com grande potencial em areas
estratégicas, como microeletrdnica, energia, biotecnologia e biomateriais. Surge assim, a
busca pelo desenvolvimento de materiais que combinem caracteristicas como

biocompatibilidade, excelente capacidade de osteointegracdo e, a0 mesmo tempo, que
2



sejam capazes de inibir a adesdo bacteriana inicial em sua superficie, evitando a formagéo
de biofilmes, responsaveis pelos diversos problemas ja mencionados anteriormente [9-
11].

O desafio consiste em desenvolver processos que viabilizem a modificacdo
superficial e o controle dos mecanismos de interacdo entre materiais dissimilares,
enquanto as propriedades de volume sdo preservadas. Implantacdo ibnica, nitretacdo a
plasma e revestimento por deposicédo de filmes finos sdo algumas das técnicas disponiveis
para a modificacdo da superficie e/ou de uma regido proxima da superficie dos materiais
[3,6]. A implantagdo idnica consiste em introduzir espécies de elementos quimicos em
regides relativamente proximas a superficie desses materiais, a0 mesmo tempo em que
preserva o volume e as propriedades fisico-quimicas do material original [12-15]. Esses
elementos, como Ag, Cu, Au, Zn e Sn, apresentam acdo contra uma ampla faixa de micro-
organismos. Dentre todas as espécies metalicas, o ion Ag" é o primeiro candidato
utilizado em pesquisas para efeito bactericida, sem efeito toxico aparente para as células
humanas, quando em baixas concentracdes, em comparacdo com 0s outros ions de metais
pesados [16-19]. De acordo com a literatura, a concentragdo méxima de implantacao
ionica pode atingir até 3,0 x 10" 4&tomos cm a uma profundidade de aproximadamente
30 nm quando aplicada uma energia de 100 keV. Condigdes semelhantes a estas
constataram um efeito bactericida de 99,5% na superficie de acos inoxidaveis [3,4,17-
20].

No entanto, as limitagBes encontradas no método de implantacdo iénica tornam
inatingivel a producdo industrial em larga escala, onde, em dados mais otimistas, a area
superficial implantada pode ser algo em torno de 4 cm? e com tempo de duragdo de 12 a
14 h. Além disso, os ions implantados requerem uma energia minima de 30 keV para
atingir concentracdes de 1,0 x 10%® atomos cm em regides proximas da superficie. Esses

fatores elevam o custo total do processo, inviabilizando a aplicagdo pratica baseada nesse
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método [13,15].

Embora existam diversos trabalhos com o propoésito de modificacéo superficial pela
técnica de implantacdo i6nica de média energia (30 a 500 keV) e alta energia (> 500 keV),
ndo ha muitos estudos que relatam o seu emprego a baixas energias (0,1 a 10 keV) [2,3].
Dessa forma, a implantacdo ibnica a baixas energias surge como uma alternativa de
processo industrialmente vidvel, pois para sua implementacdo exige poucas adaptacoes
em equipamentos de lon Plating, que sdo amplamente utilizados na industria para
deposicdo de filmes finos. Por se tratar de um processo reprodutivel e que permite
upscale, de um processo em nivel de bancada para escala industrial, destaca-se como um
diferencial em relacdo a maioria dos estudos relatados na literatura [21].

Considerando que a adesdo bacteriana inicial € um passo crucial na formacdo do
biofilme, que precede a infeccdo clinica, pode-se dizer que esta € a fase mais critica
durante a colonizacdo bacteriana de um implante. Portanto, a abordagem utilizada nesse
trabalho pode, eventualmente, resultar em uma maior taxa de sucesso em cirurgias e em

uma menor taxa de contaminacdo na inddstria de alimentos.



2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

O objetivo principal deste trabalho é estudar a correlacdo entre os parametros de
implantacdo e a acdo bactericida em amostras metalicas através da modificacdo da
superficie de aco inoxidavel e titanio cp por meio do processo de lon Plating Diversified

(IPD).

2.2 Objetivos especificos

a) Implantar ions Ag* (numa regido préxima da superficie) em dois metais: aco inox
AISI 304 e titanio cp:

a.1) Titanio cp: variando a energia de implantacéo (2 e 4 keV) e o tempo de processo
(30, 45, 60 e 90 min);
a.2) AISI 304: energia de implantacéo (2 e 4 keV) e tempo de processo de 60 min.

b) Caracterizar as amostras implantadas por meio das técnicas de Simulacdo de
Monte Carlo, RBS e GD-OES;

c) Avaliar se a prata implantada esta de fato abaixo da superficie do titanio e AlSI
304, bem como determinar a concentracdo de prata obtida;

d) Awvaliar o desempenho das amostras de titanio quanto a sua acdo bactericida, por
meio do tratamento de um efluente industrial, utilizando amostras com diferentes
concentragdes de prata;

e) Avaliar o efeito de lixiviagdo da prata apds o tratamento do efluente quantificando
a prata incorporada nas amostras, antes e depois da sua utilizagdo nos testes de

eficiéncia bactericida;



f) Auvaliar as concentracdes de prata utilizada nos tratamentos das amostras de titanio
quanto a citotoxicidade, por meio do teste de "in vitro" com células humanas.
g) Avaliar a acdo bactericida das amostras de aco inoxidavel AISI 304 através do

teste de adesdo bacteriana.



3 Referencial teodrico

3.1 Biomateriais

Conceitualmente, biomaterial é qualquer material usado na fabricacdo de
dispositivos para substituir uma parte ou funcdo do corpo de forma segura, confiavel,
econdmica e fisiologicamente aceitavel [22,23].

Para desempenhar de maneira adequada a funcdo de substituir, aumentar ou
suportar uma estrutura, o implante deve ser compativel com as caracteristicas do tecido.
Existem diferentes tipos de enxertos 6sseos utilizados em implantes: autélogo (provém
do mesmo individuo); homélogo (de um individuo de mesma espécie do receptor) e
heter6logo (quando a espécie do doador e do receptor ndo coincidem — bovinos, por
exemplo) [24]. No entanto, essas possibilidades apresentam certos inconvenientes, tais
como intervencdo em uma area sadia do organismo do paciente, morbidade da area
doadora, maior periodo de convalescenca, susceptibilidade a infeccBes, e reabsorcdo
progressiva e constante. Desta forma, implantes em biomateriais sintéticos como metais,
ceramicas e polimeros vém sendo amplamente estudados, desenvolvidos e aplicados.
Uma vez que as necessidades em biomateriais aumentam com o envelhecimento da
populacdo e o desejo de manter salide e bem-estar, 0 mercado global de biomateriais deve
investir de 88,4 bilhGes de doblares até o fim de 2017, com uma taxa composta de
crescimento anual (CAGR) de 15% [25].

Alguns metais sdo utilizados como substitutos de tecidos duros, como em
substituicdes totais de quadril e joelho, por exemplo, placas e parafusos para fixagao de
fraturas, dispositivos de fixacdo de coluna e implantes dentérios, devido as suas
excelentes propriedades mecanicas e de resisténcia a corrosdo. Um metal utilizado na
construcdo de proteses ortopédicas, dispositivos de osteossintese ou implantes dentarios

deve possuir como caracteristicas principais: limite de resisténcia da ordem de, ou maior
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que 800 MPa; resisténcia a corrosao, geral e localizada; e, principalmente,
biocompatibilidade [23,26].

O termo biocompatibilidade refere-se a uma gama de processos envolvendo
mecanismos de interacdo diferentes, mas interdependentes entre material e tecido. E a
habilidade do material em desempenhar uma fungdo especifica no organismo sem que
provoque efeitos tdxicos ou prejudiciais aos sistemas bioldgicos [27]. Essas
caracteristicas sdo tao restritivas que apenas uma pequena parcela das classes de materiais

metalicos pode ser usada com sucesso.

3.1.1 Titanio e suas ligas

Descoberto em 1791 por William Gregor, mineralogista britanico [28], o titanio, e
mais recentemente suas ligas, tem sido utilizado por décadas na fixacdo de fraturas e
reconstrucdo de articulagdes. A escolha se justifica, pois o titanio atende os requisitos
necessarios as aplicacfes biomédicas, como resisténcia a corrosao, biocompatibilidade,
bioadesdo (inducdo do crescimento 6sseo), modulo de elasticidade (quanto mais proximo
ao do 0sso humano — 10 a 30 GPa —, melhor), resisténcia a fadiga, e boa processabilidade
[23,29,30].

O titanio apresenta uma estrutura cristalina hexagonal compacta (hcp — hexagonal
closed packed) referente a fase alfa, que pode sofrer uma modificacdo alotrépica a 881 °C
para a estrutura cubica de corpo centrado (bcc — body centered cubic) conhecida como
fase beta. A manipulacdo dessas caracteristicas cristalogréficas por adicao de ligantes e
processos termomecanicos permite a obtencédo de ligas com as mais variadas propriedades
[31].

As classes de titanio que inicialmente foram introduzidas como biomateriais foram

0 ASTM F67 (titanio comercialmente puro nos graus 1, 2, 3 e 4), ASTM F136 (liga Ti-



6Al-4V Extra Low Intersticial) e ASTM F1472 (liga Ti-6Al-4V padréo) [5].

Parte da resisténcia a corrosao observada no titanio e suas ligas se deve a formagéo
de uma camada de éxido passivo constituida primariamente de TiO2 que adere a
superficie do metal e o protege, além de ser em grande parte responsavel pela
biocompatibilidade do material [23,29].

Os implantes de titdnio sdo especialmente indicados, em funcdo de suas
propriedades [23], no caso de traumas severos na estrutura facial que requerem um grande
numero de placas e parafusos disponiveis em diversas configuracdes para adequar o
sistema a anatomia do paciente.

Outra aplicacdo que demonstra a versatilidade do titanio se configura nas hastes
intramedulares para fratura exposta e fechada de tibia, [32] onde o implante (Figura 1) é
indicado para fraturas de 0ssos de maior dimens&o e sujeito a esforgos mecanicos maiores

(tibia).

S

(b) (c)

Figura 1: (a) Haste intramedular tibial em titanio; (b) Pré-operatorio de fratura distal
tibial; (c) P6s-operatério [33].



3.1.2 Aco inoxidavel

Sabe-se que 0s agos inoxidaveis sdo 0s materiais mais utilizados na fabricacéo de
equipamentos e utensilios para a industria de alimentos e na area médica, devido as suas
excelentes propriedades como resisténcia a corrosdo e oxidacdo. Além disso, apresentam
maior durabilidade, processos de fabricacdo e acabamentos de baixa complexidade, e
também maior facilidade no processo de limpeza e desinfecgdo quando comparados ao
cobre, aluminio e aos polimeros [34,35].

Os acos inoxidaveis sdo divididos de acordo com a sua microestrutura, sendo as
principais: austeniticos, ferriticos e martensiticos. O que diferencia uns dos outros € a
composi¢do quimica, sendo a do austenitico composta basicamente por ferro, cromo e
niquel. Os agos inoxidaveis com as especificacdes American Iron and Steel Institute AlISI
304 e AISI 316 sdo os mais utilizados na fabricacdo dos mais diversos tipos de
equipamentos para a industria de alimentos e na area médica (instrumentos cirurgicos,
pinos de fixacdo, implantes permanentes e temporérios, e utensilios para centros
cirurgicos) [36]. A liga 304 de aco inoxidavel é um aco austenitico, pois possui um
minimo de 18% em massa de cromo, 8% de niquel e até 0,08% de carbono [36,37]. O que
essencialmente distingue o tipo de aco inoxidavel 316 do AISI 304 é a adicdo de
molibdénio. Esse componente aumenta a resisténcia a corrosdao em varios ambientes
(salmouras, branqueamento, fluidos bioldgicos, etc.), e, em particular, reduz ou inibe a
corrosdo localizada induzida por cloretos [36]. Apesar dessa maior resisténcia quimica, o
custo mais elevado do AlSI 316 faz com que esse ago seja menos utilizado na fabricagéo
de equipamentos para alimentos, tornando o ago inoxidavel AISI 304 o mais utilizado
pelos fabricantes de equipamentos para industria alimenticia [38].

Por exigirem mais alto grau de pureza, além da resisténcia a corrosdo, nao

permitindo sua deterioragdo quando exposto aos fluidos corpéreos, o AlSI 316 € utilizado
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na producdo de stents (tubo minusculo, expansivel em forma de malha, feito de um metal
como o0 aco inoxidavel ou uma liga de cobalto, usados para devolver um ritmo préximo
ao normal ao fluxo sanguineo da artéria coronariana). Para isso, 0s stents sdo eletropolidos
a fim de se obter uma superficie lisa que é essencial para melhorar o seu desempenho,
reduzindo a probabilidade de producéo de um coagulo de sangue.

A microtopografia dos agos inoxidaveis demonstra a presenca de ranhuras e fendas,
ao contrario de sua aparéncia macroscopica [39-41]. Em virtude disso, e outras
propriedades, diversos estudos tém demonstrado a adesdo e formacdo de biofilmes nas
superficies de aco inoxidavel [39,42-44].

As principais limitagdes da utilizacdo de aco inox AISI 304 para producdo de
implantes sdo corrosdo e troca idnica. Este aco pode sofrer corroséo in vivo e liberar ions
Ni2*, Cr** e Cr® capazes de causar efeitos locais (irritacdo, inflamagdo nas éreas
adjacentes a interface implante-tecido) e sisttmicos (efeito toxico sobre o organismo).
Por isso, na area médica as principais aplicacdes do aco inoxidavel AISI 304 sao

dispositivos temporarios como placas, parafusos e pinos [45,46].

3.2 Biofilmes

Os biofilmes sdo definidos como sistemas biologicos altamente organizados, onde
diversos tipos de micro-organismos (predominantemente as bactérias) estabelecem
comunidades funcionais estruturadas e coordenadas, que se aderem a uma superficie
inerte (abidtica) ou viva (bidtica). Esta forma de organizagéo representa a maior parte de
toda a vida microbiana (estima-se que mais de 90% dos micro-organismos vivam sob a
forma de biofilmes), tanto em quantidade como em termos de atividade [47]. Os micro-
organismos dentro de um biofilme vivem em microcolénias e representam somente uma

pequena parte da massa e do volume de um biofilme (menos de 10%). As microcoldnias
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estdo encapsuladas numa matriz composta de substancias poliméricas extracelulares,
frequentemente denominadas de EPS (do inglés extracellular polymeric substances).
Estas substancias formam uma estrutura porosa e altamente hidratada com canais de agua
entre as microcoldnias. Estes pequenos canais de dgua abertos atuam como um sistema
pseudocirculatorio para o fornecimento de nutrientes e remocdo de residuos metabolicos
[47-49].

Os biofilmes formam-se naturalmente em qualquer superficie solida em contato
com agua néo esterilizada, como tecidos vivos, dispositivos médicos e sistemas de agua.
Na maior parte das superficies sélidas, os biofilmes se formam com espessuras da ordem
dos milimetros ou mesmo micrémetros; entretanto, a espessura de alguns biofilmes pode
atingir varios centimetros, como no caso dos tapetes de algas [48].

A densidade populacional é um fator importante que influéncia no crescimento de
um biofilme. O aumento da densidade populacional gera alteracdes na estrutura do
biofilme, elevando a complexidade e a resisténcia microbiologica contra agressdes
externas. Os biofilmes sdo responsaveis por mais de 60% das infeccdes bacterianas
humanas [47,50]. Portanto, o crescimento do biofilme tem consequéncias importantes na
industria e na saude humana, e deve ser tratado como uma nova forma de vida que merece
enfoque diferenciado em relacdo a abordagem adotada pela microbiologia tradicional.

O processo de formacdo dos biofilmes bacterianos € composto por uma sequéncia

de estagios mostrados esquematicamente na Figura 2 e descritos logo a seguir.
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Figura 2: Representacdo dos estagios de desenvolvimento dos biofilmes [adaptado de 51].

1. Adesdo reversivel: transporte de células livres do meio liquido para uma
superficie sélida e posterior fixacdo. Essa adesdo € considerada reversivel, pois € possivel
observar o retorno de células aderidas ao seu estado planctdnico. As principais forcas
atuantes nesse estagio sdo as ligacbes de hidrogénio, Van der Waals; também atuam os
conceitos de acido-base de Lewis e hidrofobicidade. Os fatores que podem influenciar
esse processo sdo pH, concentracdo e biodisponibilidade de nutrientes, presenca de
compostos organicos e inorganicos, autoindutores do quorum sensing (QS) e temperatura
[48,52-54];

2. Adesdo irreversivel: caracteriza o inicio da presenca de microcolbnias
(aglomerado de células aderidas entre si e a uma superficie) e da producdo de
exopolissacarideos (EPS). A adesdo completa ou irreversivel ocorre, aproximadamente,
2 h apds a adesdo inicial. A principal forca de ligacdo célula-superficie é conferida pela
matriz tridimensional e insoltvel de EPS através da comunicacéao célula-célula [53];

3. Inicio da maturacdo: crescimento, divisdo e agregacdo de células fixas, umas as
outras, a custa de nutrientes provenientes do liquido circundante, conjuntamente com a

producgdo e excrecdo de EPS, formando a estrutura do biofilme. Nessa etapa, muitas
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células alteram os seus processos fisioldgicos em resposta as condi¢des nos seus nichos
[48,52];

4. Maturacdo: fixacdo de células microbianas e outras particulas flutuantes,
contribuindo para a acumulacdo de microcoldnias. As células dentro da matriz de EPS
comecam a se multiplicar, emitindo sinais quimicos que lhes permite intercomunicar com
todas as células microbianas. O biofilme maduro, com alta densidade populacional, é
caracterizado por uma arquitetura complexa que inclui canais, poros e ainda uma
redistribuicdo das bactérias por locais afastados do substrato. O aumento da espessura do
biofilme fornece estabilidade as comunidades microbianas contra a flutuacdo do ambiente
[48,53,54];

5. Dispersdo de células: liberacdo de material celular, segundo dois mecanismos
diferentes: (a) erosdo (perda de células individuais) ou (b) descamacéo (perda de células
agregadas). O desprendimento é um fator importante para o desenvolvimento do biofilme,
pois parece ser um evento fisioldgico regulado. Apds a maturacdo do biofilme, os niveis
da matriz de EPS aparentam diminuir, provavelmente devido ao metabolismo, com
subsequente liberacdo de células individuais ou agregadas de um biofilme. A causa no
desprendimento de células do biofilme deve estar relacionada ao aumento da
concentracdo de moléculas, responsavel pela liberacdo de enzimas que degradam a matriz
polimérica. As células desprendidas se apresentam mdveis e assemelham-se as células
planctonicas, podendo disseminar uma contaminacdo no alimento e uma infec¢do no
hospedeiro, ou formar um novo biofilme na linha de producéo [52-54].

Além dos fatores mencionados durante as etapas de desenvolvimento do biofilme,
existe um fator biolégico mais complexo, cuja relevancia foi constatada pela adaptacéo
dos micro-organismos as mudangas das condigdes naturais. As mudangas fisiologicas
sofridas pelas células dependem da sua capacidade de perceber e responder ao ambiente

externo, assim como a de modular a expressdo do gene em conformidade [55].
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3.2.1 Micro-organismos formadores de biofilmes

Dentre todos 0s micro-organismos, sdo as espécies bacterianas que mais
comumente produzem biofilmes em condicdes favoraveis, ainda que algumas apresentem
naturalmente uma maior aptiddo que outras. A maioria das bactérias apresenta elevada
taxa de reproducdo, grande capacidade de adaptacdo e de producdo de substancias, e
estruturas extracelulares que as protegem do meio circundante. Essas caracteristicas as
tornam excelentes organismos capazes de colonizar qualquer superficie, até mesmo em
condicBes extremas, tais como altas concentracBes salinas, temperaturas 6timas de
crescimento de 80 °C ou superior, podendo chegar a 121 °C [47,56].

As espécies bacterianas sao divididas em dois grupos distintos: as bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Esta classificacdo distingue as diversas estruturas das
membranas celulares das bactérias, como mostra a Tabela 1. As bactérias Gram-negativas
como, por exemplo, a Escherichia coli (E. coli), normalmente tém uma parede celular
bem definida, composta por peptidoglicano e uma bicamada de fosfolipidios abaixo da
membrana citoplasmatica. Ao contrario, as bactérias Gram-positivas, como a
Staphylococcus aureus (S. aureus), ttm uma camada fina de 1 a 2 nm de espessura e uma
camada alternada de peptidoglicano entre a parte interna e externa da membrana

citoplasmatica [57,58].

Tabela 1: Diferenciagdo da composicao quimica da membrana celular de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Adaptado de [58].

Bactéria Bactéria
Componentes .. .
Gram-positiva  Gram-negativa

Peptidoglicano + +
Acidos lipoteicoicos + -
Polissacarideos + -
Proteinas +0uU- +
Lipopolissacarideos - +
Lipidios -ou + +
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As diferentes estruturas entre as paredes celulares das bactérias Gram-positivas e

Gram-negativas podem ser vistas na Figura 3.

:’\ M A | / y scido bpotecdico  acido tecdico
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Figura 3: Diferencas entre as paredes celulares das bactérias (a) Gram-negativas e (b) Gram-
positivas.

3.2.2 Staphylococcus aureus

A S. aureus é a mais virulenta espécie do seu género pela alta producdo de
exotoxinas, e € uma das espécies patogénicas mais comuns, juntamente com a E. coli.
Apresenta-se na forma esférica (cocos) com cerca de 1 um de diametro que formam
grupos com aspecto de cachos de uvas com cor amarelada, devido a produgédo de
carotenoides, conforme ilustra a Figura 4. Essa bactéria merece uma atencdo
consideravel, j& que é a principal causa da osteomielite (infecgcbes 0sseas) associadas a
corpos estranhos, como proteses e dispositivos osteosintéticos. Cerca de 40 a 60% das
infeccbes associadas a S. aureus adquiridas via nosocomial, sdo agora consideradas
endémicas em hospitais [59]. As infec¢bes sdo frequentemente causadas por pequenos
cortes na pele (aproximadamente 15% da populacéo), sendo que 60% sdo portadores

transitorios deste tipo de bactéria na pele ou flora nasal [56,57].
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Figura 4: Micrografia eletronica de varredura de S. aureus [adaptado de 60].

3.2.3 Escherichia coli

A E. coli é uma bactéria bacilar Gram-negativa (Figura 5) que se encontra
normalmente no trato gastrointestinal inferior dos organismos de sangue quente
(endotérmicos). Por ser uma bactéria anaerdbica facultativa, ndo necessita de oxigénio
para formar um biofilme, embora se desenvolva mais rapidamente em ambientes ricos
em oxigénio. Essa bactéria € proveniente da flora intestinal e apresenta-se na forma de
um bacilo, sendo que cada individuo mede aproximadamente 0,5 um de largura por
2 um de comprimento [56]. Geralmente, a bactéria em questdo habita o trato
gastrintestinal de humanos e outros animais endotérmicos, sem causar problemas de
salde. No entanto, ao se direcionar para a circulacdo sanguinea ou demais regides do
corpo, é capaz de provocar doencgas e infecgdes no proprio hospedeiro. Também pode se
manifestar pela ingestdo de agua ou alimentos contendo cepas da bactéria, liberadas
juntamente com as fezes de individuos contaminados, assim como pelo contato com
animais doentes e instrumentos médicos contaminados. A E. coli causa infec¢des no trato
urinario que afetam aproximadamente 7 milhdes de pessoas anualmente, sendo essas

infeccOes uma das mais comuns adquiridas por humanos [61].
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Figura 5: Micrografia eletrdnica de varredura de E. coli [adaptado de 62].

3.2.4 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) € um micro-organismo Gram-positivo,
meséfilo, com  caracteristicas  psicrotroficas  [63], com  forma de
bacilos pequenos, anaerdbios facultativos, e que pode aparecer isolado ou agrupado em
pares ou cadeias curtas (Figura 6) [64,65]. Esse micro-organismo possui concentragdo
infectante baixa e pode causar altas taxas de mortalidade, variando de 20% a 30% [66,67].
Esse patdgeno tem ganhado importancia na ultima década devido a ocorréncia de muitos
surtos em todo o mundo [68,69] e tem sido isolado em diversos locais dentro de industrias
de alimentos [70-72]. Muitas pesquisas tém demonstrado a capacidade dessa bactéria em

aderir e formar biofilme em vidro, aco inoxidavel e borracha [41-43,68,73,92].

Figura 6: Microscopia eletronica de aglomerados de L. monocytogenes em Acanthamoeba
castellanii [74].
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3.2.5 Salmonella enteritidis

Salmonella é um género de bactérias, vulgarmente chamadas salmonelas,
pertencente a familia Enterobacteriaceae, sendo conhecida hd mais de um século. Sao
bactérias Gram-negativas, em forma de bacilo (Figura 7), na sua maioria moveis (com
flagelos peritriquios), ndo esporulado, ndo capsulado, sendo que a maioria ndo fermenta
a lactose. As salmonelas s&o um género extremamente heterogéneo, composto pelas
espécies: Salmonella subterranea, Salmonella bongori e Salmonella enterica, esta tltima
possuindo, atualmente, 2610 sorotipos. E um patdgeno alimentar meséfilo que tem sido
identificado como o principal causador de doencas transmitidas por alimentos (DTA) em
varios paises [75-77]. Durante a Gltima década, a salmonelose tem sido relatada como a
doenca de origem alimentar mais frequente no Brasil e é o principal agente causador de
DTA no Rio Grande do Sul desde 1997 [78-80]. Mais de 90% das cepas causadoras de
salmoneloses alimentares no Rio Grande do Sul, de 1999 a 2008, foram sorotipificadas

como Salmonella enteritidis com o mesmo perfil genotipico [81].

Figura 7: Micrografia eletrdnica de Salmonella sp [82].

3.2.6 Fatores que influenciam na adesé@o microbiana

A adesdo de micro-organismos nas superficies é influenciada por fatores como a

fase metabolica da célula, a presenca de matéria organica, o tipo e as propriedades do
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material, o pH, a temperatura do meio, a hidrofobicidade do micro-organismo e a
presenca de EPS [55,83-86].

A hidrofobicidade celular pode afetar a taxa e a extensdo da adesd@o microbiana nas
superficies, ja que interagdes hidrofébicas tendem a aumentar com 0 aumento da natureza
ndo polar das superficies envolvidas na etapa de adesao [55]. Dessa forma, as superficies
hidrofobicas parecem propiciar a colonizacdo, provavelmente porque essas superficies
favorecem a aproximacdo do micro-organismo pela eliminacdo da camada de agua
presente na interface [87]. Para a maior parte dos micro-organismos, a taxa de adesdo em
superficies solidas é influenciada pela hidrofilicidade da superficie: superficies mais
hidrofilicas dificultam a adesdo dos micro-organismos [88,89]. A adesdo de células
humanas, por sua vez, € favorecida a medida que a superficie se torna menos hidrofébica.

A presenca de estruturas celulares como flagelo, pili ou glicocalix pode auxiliar no
processo de adesdo dos micro-organismos nas superficies [55]. Isso se deve ao fato da
célula microbiana, uma vez aderida a superficie, ter a capacidade de superar a forca
repulsiva comum a todos 0s materiais, €, assim, essas estruturas celulares habilitam a
célula a aderir e permanecer fixa [90]. As propriedades aderentes da célula bacteriana sdo
influenciadas pelo envelope celular, cuja composi¢do quimica se altera de acordo com
estimulos ambientais [84].

A disponibilidade de nutrientes tem grande influéncia na estrutura do biofilme e na
composicdo da comunidade microbiana [91]. A aderéncia em superficies durante a
limitacdo de nutrientes pode ser uma forma de sobrevivéncia da célula microbiana [83].
Sendo assim, a limitacdo de nutrientes e agua é fundamental na formacédo dos biofilmes
na industria de alimentos [91].

A microtopografia da superficie também é importante, pois pode favorecer a adesao
bacteriana, particularmente se a superficie apresentar canais fundos, ranhuras e fendas

[92-94].
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3.3 Engenharia de superficies como estratégia para controle da adesdo bacteriana

e formacéao de biofilmes

A engenharia de superficies € uma area do conhecimento que estuda os fenémenos
que ocorrem na superficie de materiais e em regides proximas a ela. Trata-se de uma
tecnologia que evolui acentuadamente com a modificacdo de superficies de componentes
de engenharia para cumprir funcbes especificas dentro de uma aplicacdo, em geral, sem
modificar significativamente as dimensdes dos componentes para a aplicagdo projetada
[95].

Basicamente, a engenharia de superficies divide-se em duas areas: uma com
formagédo de interfaces (revestimentos ou filmes), e outra sem formagdo de interfaces
(modificacdo superficial), conforme pode ser observado na Figura 8. Dentro dessas areas,
existem subdivisbes que compreendem processos que apresentam vantagens e

desvantagens especificas, umas em relagdo as outras, para diversas aplicagfes [95-97].

[ Engenharia de Superficie

[ Modificacdo Superficial ] Revestimento Superficial ]

Sem alteragdo na
composigio quimica

Com alteracdo na

composigio quimica

Processos de anodizacdo e
eletrodeposigdo

Endurecimento por

a Processos «[ Processos com fusdo ]
wransformacio

termoquimicos

Fusdo da superficie Implantagdo iGnica «{ Processos a partir da fase vapor ]

Figura 8: Esquema da divisdo da engenharia de superficies [96].

3.3.1 Implantagéo i6nica

E uma técnica de modificacio superficial que se caracteriza pela transferéncia de
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massa, por meio do bombardeamento de um material com atomos ou moléculas ionizadas
com energia suficiente para penetrar além das camadas superficiais no material alvo
[12,13].

Em linhas gerais, € um processo em gue 0s ions sao gerados por meio da injecéo de
gas ou evaporacdo de material solido, a partir de uma fonte aquecida a altas temperaturas.
A extracdo da fonte de alimentacdo ocorre pela aplicacdo de um potencial negativo (15 a
40 kV). Durante esse percurso, um feixe energético de determinada espécie quimica é
formado e, em seguida, os ions pré-acelerados pelo potencial de extracdo sao injetados
dentro de um eletroima. Somente os ions com relacdo massa/carga desejada serdo
defletidos no angulo correto e selecionados por uma fenda. Esses ions sdo acelerados a
uma determinada velocidade através de um potencial uniformemente distribuido dentro
de um tubo linear (campo elétrico). Por fim, esses ions sdo direcionados por lentes
eletrostaticas e incididos em uma superficie alvo, como esquematizado na Figura 9 [12-

15,20,98]. Todo o processo ocorre em alto vacuo.

IMPLANTADOR IONICO

|

Acelerador de ions I I \/

\ s & 2 Deflex3o eletrostatica
eparagdo magnética

dos ions

Alvo

+— Extragio dos ions

+— Fonte de ions

Figura 9: Representacdo de um equipamento de implantacéo i6nica [adaptado de 14].

Na implantagéo idnica convencional, os ions s&o comumente acelerados a energias
da ordem de 10 a 500 keV, com penetracdes correspondentes que variam de 100 A a 1
pm, dependendo da estrutura cristalina do material do alvo. Os ions que interagem com

0 substrato possuem energias cinéticas de 4 a 5 ordens de grandeza maiores do que a
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energia de ligacdo do material sélido [15]. Contudo, os ions energizados, apds penetrarem
na superficie do substrato, perdem gradativamente sua energia. Esses ions tendem a se
neutralizar e sdo considerados implantados ao transferirem toda sua energia cinética aos
atomos do alvo, de forma a repousarem em sitios intersticiais ou substitucionais da rede
cristalina do material [20].

A aplicacdo mais comum para a implantacdo iénica é direcionada ao processo
quimico de doping (adicdo de ions) de semicondutores, especialmente do silicio. A
dopagem controlada de dispositivos eletrbnicos ou de semicondutores € feita pela
introducéo de perfis precisos de impurezas como B*, P* e As* [12]. Recentemente, essa
técnica também é utilizada na modificacao de superficies de biomateriais [99]. Neste caso
sdo utilizadas impurezas que melhoram a biocompatibilidade e que possuem propriedades
bactericidas, como Ag*, Cu®*, Au®* e Zn?*.

Dentre as vantagens da implantacdo i6nica, em relacdo a outras técnicas, pode-se
citar a inexisténcia de restricbes termodindmicas, tais como a exigéncia de uma
temperatura elevada para difusdo ou iniciacdo de uma reacdo quimica, além de nédo
depender de limites de temperatura e solubilidade. A técnica ndo requer nenhum
acabamento ou tratamento térmico da peca, apds a modificacdo superficial, e o processo
é rigorosamente controlado e monitorado [13,15].

Por outro lado, apresenta algumas desvantagens como o fato de requerer altas
energias para acelerar os ions (energia minima de 30 keV), sendo que a area superficial
modificada e a complexidade da peca sdo bastante restritas. Além disso, é importante

mencionar que o tempo de processo é elevado (as vezes, é superior a 20 h) [13].

3.3.2 lon plating

O lon Plating, também chamado de lon Assisted Deposition (IAD) ou lon Vapor
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Deposition (IVD), é um termo geneérico aplicado a processos de Deposicdo Fisica de
Vapor (do inglés Physical Vapor Deposition - PVD). Esse método fisico submete o
substrato a um bombardeamento, continuo ou periddico, de um fluxo de particulas
energizadas que possuem tamanho suficiente para causar alteracfes nas propriedades do
substrato, tais como a densidade e a tenséo residual do filme depositado [100]. A energia,
o fluxo e a massa das espécies bombardeadas, juntamente com a taxa de bombardeamento
das particulas, sdo importantes variaveis no processo de deposicdo das particulas.

O material a ser depositado pode ser vaporizado tanto pelo processo de evaporacao,
sputtering ou por decomposicdo de vapor quimico. As particulas energizadas utilizadas
para 0 bombardeamento sdo, em geral, ions de gas inerte. Como a técnica é feita em
ambiente de plasma, esses ions para 0 bombardeamento sdo retirados do proprio plasma.
Quando o lon Plating é realizado em ambiente contendo apenas vacuo, os ions do
bombardeamento sdo formados separadamente, em um canhao de elétrons [100-103].

A Figura 10 mostra uma representacdo do lon Plating realizado por plasma e em

ambiente de vacuo.

Admissao 'Gas
variavel \Q -
O o
Isolante - - -~ 2 Porta
7 7] Shutter[— 4 amostras
>hiekd Fonte de
Substrato ey altatensao [ ]
[, S TR
Fonte de vapor K\? /rm lén;:r?;trc:tre Feixe LA
de arco catddico e - A . de
Camara eXeXeXel

L J
l * | ¥ M t ial
Passagem _—7 z - " { aterial
de corrente’ Sistema ] Sistema i | evaporado
altacorrente de Vacuo = de Vacuo i 1 ;

ION PLATING - PLASMA

 I—
Gasinerte

ION PLATING - VACUO

Figura 10: Esquematizacdo dos processos de lon Plating a plasma e em vacuo [adaptado de
100].
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Como vantagens da técnica destacam-se a excelente capacidade de cobertura de
superficie, em condicdes apropriadas; trata-se de uma técnica limpa, na qual se obtém um
filme de alta pureza; as primeiras camadas atdmicas do material séo bastante aquecidas,
0 que acelera a reacdo de nucleacdo e difusdo; e a flexibilidade na adaptacdo das
propriedades do filme durante o bombardeio [104].

A existéncia de muitos parametros de processamento para serem controlados, o
aquecimento no substrato que pode ser excessivo, a dificuldade de disponibilidade das
espécies reativas e de bombardeamento uniforme sobre uma superficie complexa, séo

algumas das desvantagens apresentadas pela técnica [104].

3.3.3 Implantacéo idnica a baixas energias por lon Plating Diversified (IPD)

A implantacdo ibnica a baixas energias pela funcionalizagdo do lon Plating €é vista
como uma novidade na area de engenharia de superficies. Essa técnica se baseia na fusao
dos processos de implantagdo ibnica e ion planting, e foi desenvolvida com o intuito de
obter as propriedades bactericidas em materiais metalicos pela modificacdo em regides
préximas da superficie [21].

Esse método, em relacdo a implantacdo idnica convencional, apresenta algumas
vantagens como alto grau de ionizacao, baixas energias de polarizacdo (< 5 keV) na etapa
de aceleracdo dos ions, reducdo no tempo de processo (menos do que 1 h) e aumento da
area superficial do material a ser modificado (cerca de 200 cm?), podendo variar de acordo
com a disponibilidade do reator. A versatilidade desse equipamento permite que o
processo seja realizado em escala industrial sem restri¢fes [12,103]. A Figura 11 mostra

esguematicamente as principais etapas deste processo, que séo descritas a seqguir.
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Figura 11: Representacao esquematica das principais etapas do processo IPD.

I) Aplicando-se alta corrente e tensdo na fonte do canhdo de elétrons, o filamento
de tunsgsténio-torio (catodo) é aquecido fazendo com que os elétrons livres recebam a
energia requerida para conduzirem e difundirem para fora do metal. A emissdo dos
elétrons do filamento é denominada de efeito termidnico. O feixe de elétrons passa pela
abertura do anodo, sofrendo deflexdo ao atravessar as linhas de campo magnético que
impulsionam os elétrons primarios em direcdo ao centro do cadinho (recipiente que
contém o material que se deseja implantar). A energia gerada na colisdo € tal que promove
a sublimacéo do material.

I1) Um segundo feixe de elétrons é gerado e direcionado para induzir a ionizagao
dos atomos metéalicos evaporados na etapa anterior. Os elétrons, em seu percurso na
camara de vacuo, sofrem colisdes com os atomos de gas residual ou &tomos do material
sublimado. Com isso, os elétrons das camadas eletrénicas externas sdo ejetados e 0s

atomos sdo, portanto, convertidos em ions carregados positivamente.
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I11) O efeito de aceleracao dos ions produzidos em direcdo ao substrato polarizado
com um potencial negativo (BIAS) de até 20 kV se da pela atracdo dos ions, devido a
diferenca de potencial (ddp) que é aplicada. Ao penetrar no substrato, o percurso dos ions
é turbulento, devido as sucessivas colisdes com os atomos do alvo. A energia cinética
dissipada por ions pesados, como de prata, na colisdo com o substrato é tdo elevada que
0 caminho percorrido é reduzido. Os ions sdo neutralizados, de maneira a repousarem em
sitios intersticiais ou substitucionais da rede cristalina do material.

E importante ressaltar que este método de implantacdo idnica a baixa energia é
perfeitamente viavel do ponto de vista industrial, uma vez que o processo € realizado num
equipamento ja existente e ndo requer o investimento em novos equipamentos.

O custo do processo, com base nas informacdes obtidas de uma empresa que presta
servigos na area de revestimentos por PVD em Caxias do Sul, € de aproximadamente R$
0,90 a R$ 1,00 por cm? tratado. Uma vez que 0 processo proposto neste trabalho no
caracteriza um revestimento (necessidade de recobrir toda a area de superficie do
material) e sim a incorporacdo de uma pequena quantidade de prata, pode-se considerar

que ndo havera diferenca significativa de custo do processo.

3.3.4 Prata como agente bactericida

As propriedades bactericidas da prata e de seus compostos sdo historicamente
reconhecidas pela eficacia contra uma ampla quantidade de micro-organismos. Desde a
antiguidade, povos de diferentes culturas tinham como costume armazenar agua, vinho e
vinagre em recipientes de prata para evitar a deterioragdo. Sais de prata também eram
usados terapeuticamente pela escola de medicina Mohammedian, no século VII. Em
1884, tornou-se comum administrar gotas de nitrato de prata aquoso nos olhos de recém-

nascidos para evitar a transmissdo de Neisseria gonorrhoeae, agente causador da
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gonorreia: uma doenga infecciosa do trato urogenital, bacteriana, transmitida quase que
exclusivamente por contato sexual ou perinatal que é uma das principais causas de
infertilidade feminina. Durante a 12 Guerra Mundial, os compostos de prata foram usados
para prevenir infeccdes e no tratamento de queimaduras graves, antes da utilizacdo de
antibioticos [99,105,106].

Com a disseminacdo do uso de antibidticos, o consumo de prata para aplicacéo
medicinal foi reduzido drasticamente. No entanto, o aparecimento de estirpes resistentes
aos antibidticos provocou, recentemente, um novo interesse na utilizacdo de ions
metalicos e de seus compostos como agentes bactericidas. As caracteristicas bactericidas
de varios fons metalicos, principalmente Ag*, foram reconhecidas na area cientifica por

industrias téxteis, farmacéuticas e hospitalares [4,99].

3.3.5 Mecanismo de acdo dos ions prata

As propriedades bactericidas da prata e de seus compostos sdo historicamente
reconhecidas pela eficacia contra uma ampla relacdo de micro-organismos. Entretanto, o
mecanismo de acdo nao esta totalmente elucidado [107]. A atividade bactericida da prata
depende da forma sob a qual ela é aplicada. A prata metalica ou na sua forma néo ionizada
é parcialmente inerte. O efeito de toxicidade da prata em micro-organismos ocorre quando
a mesma se encontra em seu estado ionizado, mesmo em concentracfes relativamente
baixas da ordem 10Y7 atomos cm? [106]. A acdo oligodindmica é totalmente
desenvolvida, muitas vezes, somente depois de um longo periodo de tempo [108]. A
energia de ionizacdo da prata é baixa, uma vez que até mesmo o contato com a umidade
ou com o fluido corp6reo proporciona a lixiviagdo de ions Ag* [106].

O potencial do seu efeito bactericida, incluindo espécies multirresistentes e fungos,

assim como a baixa toxicidade para as células humanas (em concentra¢des na ordem de
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7,0 x 10 % v/v), justifica o grande interesse no emprego dos ions Ag* em materiais e
produtos para cuidados com a salde [17,109]. A literatura apresenta algumas hipdteses
para explicar o mecanismo de acdo da prata que faz com que atue como agente
bactericida.

Na primeira hipétese, ions Ag* sdo capazes de interagir com grupos tidis de
proteinas, 0 que resulta na inativacdo de enzimas respiratorias do metabolismo
microbiano e conduzem a sintese de espécies de oxigénio reativas. Estudos também
revelam uma segunda hipétese, na qual os ions Ag* evitam a replicacdo do DNA, afetam
a estrutura e permeabilidade da membrana celular, além de serem compostos foto-ativos
na presenca de radiacdo UVA e UVC, o que promove o0 aumento da inativacdo de virus e
bactérias por UV. Por fim, a terceira hipétese sugerida é a interacdo dos ions Ag* com os
4cidos nucleicos das células bacterianas. E possivel que os jons Ag* acessem o interior
das células através de proteinas transmembranas que normalmente funcionam como
transportadoras de outras particulas semelhantes. Ao serem transportados, 0s ions
atravessam a membrana hidrofobica celular e penetram no citoplasma, levando a
desintegracdo da célula [99].

Biocidas, como prata, e antibidticos apresentam diferentes modos de acdo.
Diferentemente dos antibioticos que tém sitio de acéo especifico e sdo empregados em
concentracdes proximas a inibitéria minima, os biocidas apresentam espectro de agédo
mais amplo, muitos alvos na célula microbiana para sua acdo bactericida e sdo
empregados em concentragdes superiores a minima concentracdo inibitoria. Por isso, a

resisténcia a sua acdo é bem menor do que a encontrada para os antibiéticos [110].

3.3.6 Citotoxicidade dos ions Ag*

Citotoxicidade é a caracteristica que faz com que um meio, material ou composto
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seja toxico para as células. O contato de células com o composto citotoxico pode resultar
em diferentes destinos celulares. As células podem sofrer necrose, na qual elas perdem a
integridade da membrana e morrem rapidamente (lise celular), elas também podem parar
de crescer e proliferar ativamente (a diminuicdo na viabilidade celular), ou ainda, podem
ativar um mecanismo de controle celular conhecido “morte celular programada”
(apoptose) [111].

Células em necrose normalmente apresentam inchaco rapido, perdem a integridade
da membrana, podendo desligar o metabolismo e libertar os seus conteddos no
ambiente. Células que sofrem necrose rapida in vitro ndo tém tempo ou energia suficiente
para ativar mecanismos apoptoticos e ndo expressam marcadores apoptoticos [111]. A
apoptose € caracterizada por eventos citoldgicos e moleculares bem definidos, incluindo
uma mudanca no indice de refracdo da célula, encolhimento citoplasmico, condensacao
nuclear e clivagem do DNA em fragmentos de tamanho regular [112]. Células
apoptoticas cultivadas in vitro irdo eventualmente sofrer necrose secundéaria na qual, apds
incubacdo prolongada, as células apoptéticas encerram o metabolismo, perdem a
integridade da membrana e liberam seu conteldo citoplasméatico no meio de
cultura. [111,112]

Da preocupacdo com o impacto potencial de nanoparticulas de prata (AgNPs)
quanto a citotoxicidade em individuos no nivel celular resultam diversos estudos recentes
que buscam elucidar seus efeitos em células humanas. Destacam-se 0s principais efeitos
mediados pelas AgNPs sobre a célula, tais como captacdo celular e distribuicdo
intracelular, citotoxicidade, genotoxicidade e respostas imunoldgicas, bem como alguns
dos principais fatores que influenciam esses efeitos in vitro e in vivo, tais como
concentracdo, tempo de exposi¢do, tamanho, forma, quimica de superficie, e tipo de

célula. [109,113,114].
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4 Materiais e métodos experimentais

4.1 Substratos

4.1.1 Titanio comercialmente puro (Ti cp)

O titdnio usado nesse trabalho foi obtido da Sandinox Comércio, Importacdo e
Exportacdo Ltda (Sorocaba - SP), empresa autorizada a produzir biometais utilizados para
implantes ortopédicos e odontoldgicos. O material foi produzido a partir da composi¢édo
quimica padrdo, de acordo com as especificacbes do fabricante e estabelecida pela norma
ASTM F67 Grau 1, conforme Tabela 2 [115]. Os corpos de prova foram cortados em

pecas de 20 x 20 mm e 0,3 mm de espessura.

Tabela 2: Composic¢éo do titdnio comercialmente puro (Ti cp) utilizado neste trabalho.

Composicao
Elemento (%)
(massa / massa)

Grl
Nitrogénio (max) 0,03
Carbono (max) 0,08
Hidrogénio (max) 0,015
Ferro (max) 0,20
Oxigénio (max) 0,18
Titanio Saldo

4.1.2 Aco inox

Os substratos de aco inox AlISI 304 foram fornecidos pela Metalurgica Ralf Winter
(Alvorada - RS). A composi¢do dos materiais utilizados atende as normas ASTM A240,
conforme mostra a Tabela 3 [116]. Os corpos de prova foram cortados em pecas de 20 x

20 mm e 2 mm de espessura.
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Tabela 3: Composi¢do do ago inox AlISI 304

Composicao

Elemento (%)

(massa / massa)
Carbono (max) 0,08
Manganés (max) 2,00
Fdsforo (max) 0,045
Enxofre (max) 0,030
Silicio (max) 0,75
Cromo 18,00 — 20,00
Niquel 8,00 — 10,50
Nitrogénio 0,10

4.2 Pellets de Prata

A prata (99,99% de pureza) utilizada para evaporacao foi fornecida na forma de

pellets pela empresa Kurt J. Lesker Company (Jefferson Hills, PA - USA).

4.3 Preparacdo das amostras

4.3.1 Limpeza dos substratos

As placas metélicas, tanto de titAnio quanto de aco inox AISI 304, foram cortadas
na forma de quadrados de 2,0 x 2,0 cm. A limpeza dos substratos foi realizada por imersao
em acetona P.A. (Vetec Quimica Fina Ltda, Sdo Paulo - SP) em banho ultrassdnico
durante 30 min. Em seguida, as placas foram acondicionadas na cdmara de vacuo e

submetidas ao tratamento de modificacdo superficial descrito a seguir.

4.3.2 Implantagdo de ions Ag* a baixas energias

O processo de Implantacéo I6nica a Baixas Energias (I1BE) utilizado nesse trabalho

foi realizado em um equipamento do tipo lon Plating Diversified (IPD) [19,85,99]. Esse
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equipamento foi projetado, construido e adaptado pelo grupo de pesquisa do Laboratorio
de Engenharia de Superficies e Tratamentos Térmicos (LESTT) da Universidade de
Caxias do Sul (UCS).

O equipamento é composto por uma camara de vacuo construida em aco inoxidavel
AISI 304 com didmetro de 600 mm e altura de 900 mm, um sistema de alto vacuo e um

painel de controles (Figura 12).

Figura 12: Equipamento de lon Plating utilizado para a modificacdo superficial das amostras de
Titanio cp e ago inox AlSI 304.

O método foi escolhido por permitir que as modificacbes quimicas e fisicas
promovidas pelas espécies implantadas ocorressem em regides proximas a superficie
tratada [21]. Além disso, existe a possibilidade de se utilizar esse processo na industria,
uma vez que diversas empresas possuem equipamentos de lon Plating que poderiam ser
facilmente adaptados para implantacao a baixas energias.

O porta-amostra, que permite acomodar até cinco amostras, foi acondicionado na
camara de vacuo e o sistema evacuado até uma pressdo de base de 1,0 x 107 mbar.
Durante o processo de implantacdo, a pressdo foi mantida em 5,0 x 107 mbar. A
ventilacdo da camara, assim como o resfriamento das amostras, foi feito com gas

nitrogénio comercial (AirProduct, Allentown, Pensilvania - EUA).
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Os parametros fixados e variados no processo de implantacdo idnica a baixas

energias estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4: Parametros do processo de implantacdo ibnica a baixas energias

Parametro

Tensdo na fonte de elétrons (kV)

Corrente de emissdo (mA)
Corrente do filamento (A)
Energia BIAS (keV)
Tempo de processo (min)

6
25
15,0
2e4d
30, 45, 60 e 90

Para fins de identificacdo, as amostras foram nomeadas levando-se em consideracédo
a energia e o tempo de processo utilizados durante a implantacdo idnica. Assim, o
acrébnimo Ag/Ti2_30 representa a amostra de titdnio com prata implantada, utilizando
uma energia de 2 keV e um tempo de processo de 30 min, enquanto Ag/AISI2_60
representa a amostra de aco inoxidavel AISI 304 com prata implantada, utilizando uma
energia de 2 keV e um tempo de processo de 60 min. A denominacéo de todas as amostras

encontra-se sumarizada na Figura 5.

Tabela 5: Denominagédo das amostras utilizadas nesse trabalho

Denominacéo das amostras

Nome BIAS Tempo de processo
(keV) (min)
Ag/Ti2_30 2 30
AgITi2_45 2 45
Ag/Ti2_60 2 60
Ag/Ti2_90 2 90
Ag/Ti4_30 4 30
Ag/Ti4_45 4 45
Ag/Ti4_60 4 60
Ag/Ti4 90 4 90
Ag/AISI2_60 2 60
Ag/AISI4_60 4 60

Além das amostras descritas na tabela acima, preparou-se outras séries de amostras

onde foram incluidas etapas de etching quimico e a plasma, com a finalidade de remover
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a camada de oxido que se forma espontaneamente na superficie do titanio [23]. No
entanto, como ndo houve uma remocdo significativa da camada de 6xido [117], optou-se
por ndo dar continuidade aos testes com essas séries de amostras, uma vez que O
acréscimo de uma etapa ao processo ndo seria justificado com uma melhora significativa
nos resultados finais.

Visando obter uma camada de sacrificio com fraca adesdo que protegesse a
superficie tratada da oxidacgdo, foi produzida uma nova série de amostras que, apés a
implantacéo, receberam a deposicdo de um filme fino de prata de aproximadamente 4 nm
de espessura. No entanto, ndo foi possivel remover completamente o filme da superficie
antes dos testes bioldgicos, o que poderia prejudicar o desempenho da amostra nos testes

para comprovar sua acdo bactericida, e por isso, esta hipotese foi descartada.

4.4 Caracterizacao fisico-quimica

4.4.1 Stopping and Range of lons in Matter (SRIM)

A simulacdo das trajetdrias e perdas de energia dos ions foi realizada através do
programa Stopping and Range of lon in Matter (SRIM 2008), pelo método de Monte
Carlo [118]. Como resultado foram obtidas estimativas do perfil de
concentracdo/profundidade dos ions Ag* implantados em diferentes energias e substratos.
A energia do feixe estabelecida foi determinante na distribuicdo decorrente das
caracteristicas da interagdo dos ions com a matéria.

As simulac6es foram ajustadas com os padrdes de baixa energia de aceleracdo do
feixe de ions de prata de 2 e 4 keV, tanto para um alvo de titdnio quanto para acgo
inoxidavel AISI 304 austenitico.

As informacdes resultantes da simulacdo de Monte Carlo serviram de base para

definir parametros da execucdo da implantacdo de ions prata em titanio e ago inoxidavel
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AISI 304.

4.4.2 Andlise quimica elementar quantitativa

As andlises quantitativas e elementares foram determinadas através da
espectrometria de retro-espalnamento  Rutherford (Rutherford Backscattering
Spectrometry - RBS) em um acelerador de ions tipo Tandem de 3 MeV, utilizando feixe
de fons monoenergético de He™ de 2 MeV e um angulo de deteccao de retro-espalhamento
de 165° do Laboratério de Implantagdo I6nica do Instituto de Fisica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Através da deteccdo da energia das particulas
retro-espalhadas foi possivel determinar o espectro da composicao elementar e também a
quantidade de atomos presentes por centimetro quadrado da amostra, obtendo-se a
densidade areal ou densidade de atomos (dtomos cm2) dos elementos presentes nas
amostras. Nesse trabalho, a técnica permitiu determinar a quantidade de prata implantada
nas amostras de titanio e aco inoxidavel AISI 304, bem como a quantidade de prata
remanescente apos os testes de imersao das amostras em efluente industrial por tempos
variados.

A quantificacdo do espectro de RBS, embora possa ser feita de forma absoluta,
geralmente € realizada pela comparacao das areas dos picos de um padrdo e da amostra
que esta sendo medida. Usualmente, utiliza-se um padrdo de bismuto (Bi) implantado em
silicio, com uma quantidade conhecida de atomos de Bi. No caso de um filme fino
revestindo a superficie do material, conhecendo a quantidade de atomos por centimetro
quadrado e a densidade do material que esta sendo analisado, consegue-se estimar a
espessura do filme. A quantificacdo foi realizada, utilizando-se as &reas dos picos
correspondentes a cada elemento de interesse, comparadas a area do pico de um padréo

de Bi implantado em silicio (1,44 x 10'® a&tomos cm™).
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A quantidade de atomos do material que se deseja conhecer é dada pela Equacédo 1

[119]:

Qu = Qpi - 24 Not . Zog (Equagdo 1)
onde:
Q = quantidade de atomos cm do elemento;
A = &rea embaixo do sinal correspondente no espectro medido;
N = ndmero total de ions incidentes;

Z = ndmero atémico.

4.4.3 Quantificacdo de prata remanescente nas amostras ap6s o tratamento do

efluente industrial

Apos serem retiradas do meio liquido (efluente industrial), as amostras foram
submetidas ao aquecimento em estufa a 100 °C por 60 min. A determinacao da quantidade
de prata presente nas amostras ap0s os diferentes tempos de imersdo foi realizada por
RBS, seguindo o0 mesmo procedimento da quantificacdo inicial das amostras. Os efeitos
citotéxicos de ions Ag* e AgNPs ja foram relatados em diferentes linhagens celulares
[109,113]. Juntamente com efeitos citotdxicos promissores de nanomateriais de prata,
tem sido recentemente levantada muita preocupacao sobre a questao de seguranca destes
compostos devido aos efeitos toxicos indesejaveis de AgNPs e ions Ag*, tanto na salde

humana como no meio ambiente [109].

4.4.4 Determinacao do perfil de profundidade

A espectroscopia de emissdo dptica por descarga luminescente (Glow discharge

optical emission spectroscopy - GD-OES) € uma técnica muito poderosa que permite a
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analise elementar qualitativa e quantitativa de sélidos homogéneos, aléem de realizar
analises da profundidade para amostras em que se deseja uma avaliacdo da regido proxima
da superficie, ou ainda, interfaces filme fino-substrato. Nesta técnica, ions de argonio
acelerados a tensdes de 600 e 1500 V, colidem com alta energia cinética na amostra
causando o sputtering de particulas atdbmicas da superficie da amostra. A energia
transmitida para essas particulas atinge um nivel tal que leva a estados excitados de uns
poucos eV, sendo que o estado de equilibrio dessas particulas é restabelecido pela emissao
de um féton de energia especifica para cada elemento. Esses fotons sdo entdo analisados
através de um espectrémetro dptico, onde é realizada a medida das intensidades das linhas
emitidas [120].

A drea analisada em GD-OES ¢ relativamente grande (tipicamente 4 mm de
didametro), mas a técnica pode ser aplicada até a profundidade aproximada de 100 um. A
resolucdo em perfil de profundidade por esta técnica analitica € praticamente dominada
pela rugosidade da superficie da amostra. Uma vantagem do GD-OES é o curto tempo de
medicdo, que é a razdo pela qual este método é adequado para a analise de materiais na
indUstria. Além disso, a composicdo quantitativa e espessura de um filme de superficie
podem ser obtidas por GD-OES. Se uma fonte de alimentagdo RF é utilizada como fonte
de descarga luminescente, um filme de material ndo condutor pode também ser analisado
por este método. Apesar da énfase dada as vantagens de se utilizar a técnica de GD-OES
para analise perfis de profundidade, informagdes importantes da superficie da amostra
séo obtidas por outros métodos [121].

Os perfis dos elementos quimicos que constituem as amostras foram determinados
através da técnica de GD-OES, em um equipamento da Horiba Scientific, modelo GD-
Profiler 2, localizado no Laboratério de Caracterizacdo de Superficies em NanoEscala
(LaCaSuNE) da UCS. A analise foi realizada a uma presséo de 650 Pa e a superficie do

titanio foi bombardeada por ions Ar" em funcdo do tempo de pulverizagdo com uma
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poténcia RF de 15 W.

4.5 Caracterizacao bioldgica

A caracterizacdo bioldgica das amostras de Ti cp e AISI 304 foi realizada por diferentes
testes e por esta razdo, tanto a metodologia quanto os resultados séo apresentados em

secOes diferentes para cada tipo de substrato.

45.1 Avaliacdo das amostras de titanio

A investigacdo do efeito de inibicdo do crescimento de micro-organismos
patogénicos sobre a superficie do titanio foi realizada em parceria com a equipe do
Laboratdrio de Analise e Pesquisa em Alimentos (LAPA) da UCS.

Os micro-organismos selecionados para esse estudo foram as bactérias E. coli
(ATCC - 25922) e S. aureus (ATCC — 25923). A escolha desses dois tipos de bactérias
para o presente estudo se deve ao fato de ambas as espécies apresentarem alta viruléncia,
tendo assim um elevado significado clinico [59,61].

A avaliacdo da modificacdo superficial quanto a sua toxicidade para as células
humanas foi realizada pela equipe do Laborat6rio de Gendmica, Protedmica e Reparo de

DNA da UCS.

45.1.1 Teste de difusdo em agar

Os ensaios microbioldgicos foram realizados em placas de Petri com agar nutriente
(Merck, S&o Paulo - SP). A eficiéncia bactericida das amostras de titanio tratadas com
prata foi avaliada sobre a inibi¢éo do crescimento de E. coli e S. aureus. As amostras das

culturas dessas duas bactérias foram inicialmente diluidas em uma solucdo salina
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peptonada 0,1% (m/v). Em seguida, foram adicionadas al¢adas de cada micro-organismo
em tubos separados, cada um contendo uma solucao salina, até se obter uma turvacgéo
compativel a escala 0,5 de McFarland, de densidade celular bacteriana em torno de 1,5 x
108 unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC/mL). As suspensdes das duas
bactérias foram entdo espalhadas de forma homogénea no meio de cultura de cada placa
de Petri com o auxilio de uma haste de algoddo para que os filmes pudessem ser
depositados na parte superior do &gar, sendo posteriormente incubados em uma estufa
bacterioldgica (Quimis Q-317B) a uma temperatura de 36 £ 1 °C, por um periodo de 48
h. Apds o periodo de incubacdo, as placas de Petri foram analisadas com o objetivo de se

avaliar visualmente a formacéo de halos ao redor e sob as amostras [122].

4.5.1.2 Tratamento do efluente industrial para reuso

O efluente industrial utilizado neste ensaio & proveniente de uma industria
metalUrgica da regido da Serra Galcha, cuja composicdo € conhecida, mas ndo é
apresentada devido ao sigilo industrial. As amostras de titanio e aco inoxidavel AlSI 304
tratadas com prata foram colocadas em contato com o efluente por diferentes periodos de

tempo para avaliar a agdo bactericida das mesmas ao longo do tempo.

45.1.3 Contagem de Escherichia coli

A contagem de coliformes e E. coli foi realizada com base no método 991.14 da
The Association of Official Analytical Chemists (AOAC) (2012). A AOAC define
coliformes como bacilos Gram-negativos produtores de &cido e gas, a partir da lactose
durante a fermentagdo metabolica.

Esse método consiste na inoculacdo de 1 mL da amostra (sob a forma liquida) sobre

uma placa 3M™ Petrifilm™ que posteriormente é incubada em uma estufa para cultura
40



bacterioldgica, a 35 °C e por 24 h. A placa contém nutrientes do meio Vermelho Violeta
Bile (VRB), um agente geleificante solivel em agua fria, um indicador de atividade
glicuronidasica e um indicador de pH que facilita a enumeracéo da coldnia. Col6nias de
coliformes que crescem na placa produzem &cido, fazendo com que o indicador de pH
torne a cor do gel vermelho mais escuro.

As bactérias E. coli, por sua vez, produzem B-glicuronidase que formam um
precipitado azul associado as col6nias. Para isso, a placa onde foi realizada a identificacéo
prévia dos coliformes deve ser novamente incubada em uma estufa, nas mesmas
condigdes de temperatura e tempo.

O filme superior que recobre a placa retém o gas formado pelos coliformes,
incluindo a E. coli, indicando a confirmagdo desses micro-organismos. Para fins de
interpretacdo, a soma de ambas indica o nimero de coliformes totais presentes na amostra
analisada (Figura 13).

A identificacao de E.coli pode variar para
cada pais (veja a secdo Instrucdes de Uso
para tempos e temperaturas de incubacao):

Meétodo validado pela AOAC INTERNATIONAL
E.coli = 49 (coldnias azuis com gas)
Coliformes Totais = 87 (colonias vermelhas
€ azuis com gas).

Figura 13: Imagem da placa 3M™ Petrifilm™ utilizada na contagem de coliformes e E. coli.

4.5.1.4 Utilizacdo das amostras de titdnio com prata implantada

A avaliacdo da eficiéncia bactericida das amostras de titdnio com prata implantada,
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frente a um efluente industrial para reuso, foi realizada utilizando-se apenas a amostra
Ag/Ti4_45.

As amostras foram divididas/cortadas em partes iguais de 10 x 10 mm para
promover uma maior superficie de contato com 0S micro-organismos presentes no
efluente. Em seguida, as amostras cortadas e uma aliquota de 100 mL do efluente,
devidamente homogeneizado, foram dispostos em Erlenmeyeres de 250 mL (3 partes da
amostra em cada frasco). Os frascos foram identificados e acondicionados em uma mesa
orbital para agitacdo. A agitacdo do sistema foi mantida constante em 150 rpm durante
todo o ensaio. Nos intervalos de 5, 15, 30, 90 e 240 min, um Erlenmeyer foi coletado, do
qual o efluente que ficou em contato com as amostras foi levada para a contagem de
micro-organismos ainda presentes. As amostras de titdnio com prata implantada retiradas

do meio liquido foram encaminhadas para uma nova analise quimica elementar.

4.5.1.5 Avaliacdo da molhabilidade das amostras de titanio

O angulo de contato foi medido pelo método da gota séssil, a partir de um aparato
desenvolvido pelo Laboratério Pesquisa em Quimica dos Materiais (LPQM) da
Universidade de Caxias do Sul, em que uma gota de agua deionizada foi depositada sobre
a das amostras de titdnio por meio de uma microseringa. A gota foi observada por meio
de uma lente de baixo aumento. O valor do angulo de contato de uma gota de liquido
depende da energia de superficie da amostra e da tensdo superficial do liquido. O angulo

de contato foi determinado por meio de um programa de analise de imagens Surftens 3.0.

45.1.6 Avaliacdo da viabilidade celular

Para determinar a citotocixidade e a biocompatibilidade das amostras Ag/Ti2_60 e

Ag/Ti4_60 foram realizadas anélises de contato indireto, de acordo com os métodos
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descritos na norma ISO 10993-5-2009-2. Inicialmente, preparou-se a solucéo de extracdo
utilizando as amostras Ag/Ti2_60 e Ag/Ti4 60 (3 cm? mL™Y), e meio de cultura DMEM
(Dubelcco MEM - mistura de sais enriquecidos com aminoacidos e outros componentes
essenciais para o crescimento celular) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
e 1% de penicilina/estreptomicina (P/S). O meio de cultura foi incubado em contato com
as placas de Ag/Ti2_60 e Ag/Ti4_60 durante 24 h a 37 °C em atmosfera umidificada com

5% de CO> para a obtencdo da solugdo de extracao.

4517 Ensaio MTT

A viabilidade celular foi avaliada pelo método indireto do ensaio de brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT). O método é baseado na reducdo do
MTT pela enzima desidrogenase mitocondrial, na formacgdo de cristais de formazan
[123]. Resumidamente, as células MG-63 (osteossarcoma) foram semeadas a uma
densidade de 5,0 x 10* células mL™* em 100 pL de meio de cultura DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina (P/S). Ap6s 24 h,
as células foram tratadas com a solucédo de extracdo das amostras Ag/Ti2_60e Ag/Ti4 60
durante 1, 5 e 7 dias. Para o controle negativo, utilizou-se meio de cultura DMEM (10%
de SFB e 1% P/S); para o controle positivo, utilizou-se dimetilsulféxido (DMSO) 5%,
incubando-se a 37°C em atmosfera umidificada com 5% de CO2, no mesmo tempo citado
acima. O meio de cultura foi removido e 1 mg mL™* de MTT em meio isento de SFB e
P/S foi adicionado aos pogos. As amostras foram incubadas a 37 °C durante 2 h em
atmosfera umidificada com 5% de CO.. Em seguida, retirou-se a solugédo de MTT e
dissolveram-se os cristais de formazan em 100 pL de DMSO. Realizou-se a leitura
espectrofotométrica a 570 nm em um leitor de microplacas (espectros Max190, Molecular

Devices, EUA) e os resultados foram expressos em porcentagem de viabilidade. A
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absorvancia do controle negativo representou 100% de viabilidade e os valores das
células tratadas foram calculadas como porcentagem do controle. As alteracdes na
viabilidade celular analisadas pelo método indireto foram observadas e documentadas
apos 1, 5 e 7 dias de exposicdo as amostras tratadas (Ag/Ti2_60 e Ag/Ti4_60).

A significancia estatistica foi avaliada utilizando t-teste e analise de sentido Unico
de variancia (ANOVA) com o teste de comparacdo de multiplas médias (Turkey) para
avaliar as diferencas estatisticas no caso da distribuicdo normal. Significancia foi aceita
para p inferior a 0,05 utilizando o software Statistical Package for the Social Sciences

(SPSS, versdo 19.0) para Windows.

45.1.8 GIEMSA: Ensaio de alteracdo morfoldgica

As células de osteossarcoma (MG-63) foram semeadas em placas de 96 pocos a
uma densidade de 5,0 x 10* células mL* com 100 puL de meio de cultura DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina
(P/S). Apos 24 h, as células foram tratadas com a solucdo de extracdo das placas de
Ag/Ti2_60 e Ag/Ti4_60 durante 1, 5 e 7 dias. Para o controle negativo, utilizou-se meio
de cultura DMEM (10% de SFB e 1% P/S); para o controle positivo, utilizou-se DMSO
5%, incubando-se a 37°C em atmosfera umidificada com 5% de CO2, no mesmo tempo
citado acima. O meio foi removido e fixaram-se as células com metanol durante 5 min,
adicionando-se solucdo de Giemsa (corante) durante 10 min na mesma placa. Por fim,
visualizou-se a placa em microscopio éptico com ampliacdo de 200 vezes.

Os controles, positivo e negativo, servem para que se tenha uma base de
comparagdo para as amostras de interesse, uma vez que esses controles constituem as
condicGes extremas do ensaio. O controle negativo é realizado numa condicao totalmente

favoravel a adeséo e proliferacdo das células, sem qualquer indicio de toxicidade. J& o
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controle positivo utiliza um agente permeabilizante de membrana, que representa o
méaximo de danos que a célula pode sofrer. Com base nesses controles (positivo e
negativo), quando se analisa as células distribuidas sobre as amostras com prata
implantada, a avaliacdo € feita comparando se as morfologias se assemelham mais as
células saudaveis ou se apresentam danos, que nesse caso indicariam efeito toxico do

tratamento das amostras.

4.5.1.9 Determinacéo de parametros de adesdo, distribuicdo topografica e padrdes
morfoldgicos de MG-63 (osteossarcoma) depositadas nas amostras Ag/Ti2_60
e Ag/Ti4_60

As células MG-63 (osteossarcoma) foram semeadas em placas de 24 pocos a uma
densidade de 5,0 x 10* células mL* para as analises de 1 e 5. Utilizou-se 1000 uL de
meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de
penicilina/estreptomicina (P/S) sobre as amostras Ag/Ti2_60 e Ag/Ti4 60 durante 1 e 5
dias. Posteriormente, fixou-se as células com solugdo de glutaraldeido 3% em PBS (v/v)
durante 15 min e com etanol 30, 50, 70, 90 e 100% (v/v) durante 10 min para cada
concentracdo, para permitir seu manuseio no interior do microscopio eletrénico de
varredura.

Apo6s o ensaio e fixacdo das células, todas as amostras foram mantidas em
dessecador até a realizacdo da analise. Por fim, as amostras foram revestidas com ouro
por sputtering por 1 min, a fim de torna-las condutoras para posteriormente serem
observadas por microscopia eletronica de varredura (MEV).

A avaliagdo morfologica das células foi realizada em um microscaépio eletrdnico de
varredura Shimadzu SuperScan SSX-550 em modo de alto vacuo com tensdo maxima do

feixe em 15 kV para ndo danificar as células fixadas no Laboratorio Central de
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Microscopia “Professor Israecl Baumvol” da Universidade de Caxias do Sul.

4.5.2 Avaliacdo da adesdo bacteriana nas amostras de AISI 304

A investigagdo do efeito de inibicdo do crescimento de micro-organismos
patogénicos sobre a superficie do titdnio com prata implantada foi realizada pela equipe
do Laboratério de Microbiologia dos Alimentos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos (ICTA) da UFRGS.

Os micro-organismos selecionados para esse estudo foram as bactérias Salmonella
enteritidis (SE86), isolada de repolho envolvido em surto alimentar no Rio Grande do
Sul, e Listeria monocytogenes (J11), isolada de abatedouro frigorifico com inspecéo
federal (SIF) do Rio Grande do Sul. A escolha dessas cepas de bactérias para o presente
trabalho se deve ao fato de ambas terem sido responséveis por importantes incidentes de
contaminag&o alimentar [78].

Previamente aos ensaios de adesdo bacteriana, as amostras AgAISI2_60 foram
autoclavadas a 121 °C, por 15 min, e, entdo, secas a 60 °C, por 2 h [adaptado de 124]. As
amostras foram mantidas em frascos individuais esterilizados e identificados para cada

corpo de prova, a temperatura ambiente, até 0 momento dos experimentos.

4.5.2.1 Tratamento de desoxidacéo

O tratamento de desoxidacdo foi realizado nas amostras implantadas com prata, a
fim de reduzir a acdo do oxigénio sobre esse elemento quimico. Isso foi realizado para
preservar a acdo bactericida dos ions Ag*, pois a energia de ligacdo ndo permite que a
prata se ionize tdo facilmente.

As amostras de ago inoxidavel AISI 304, sem e com a incorporacéo de prata, foram

adicionados a tubos contendo uma solucdo a base de hidroxido de sodio (15% de acetona
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e 85% de NaOH 0,1 mol LY). Em seguida, eles foram submersos na solugdo e, entéo,
aquecidos em banho-maria, durante 15 min, com os tubos destampados. Por fim, os
corpos de prova foram retirados dos tubos com auxilio de uma pinca e secos com papel

toalha néo reciclavel [21].

4.5.2.2 Contaminacdo experimental dos corpos de prova (Ag/AlSI) e avaliacdo da

adesdo bacteriana

Os corpos de prova (aco inoxidavel AlSI 304) com prata implantada foram imersos
em 100 mL de meio de cultura BHI (do inglés brain heart infusion) (OXOID,
Basingstoke, Inglaterra) contendo culturas individuais das bactérias na concentracdo de
aproximadamente 106 UFC mL™, a temperatura ambiente e mantidos em contato com a
cultura por 1 h para avaliar a inibicdo bacteriana e também 24 h para avaliar as células
em biofilme [adaptado de 125].

Em seguida, as amostras foram lavadas com 1 mL de agua destilada para remover
as células pouco aderidas. Posteriormente, foram imersos em 25 mL de dgua peptonada
0,1% e imediatamente tratados em banho ultrassénico, por 10 min, para que as células
aderidas se soltassem da superficie [38]. DiluicGes da solucdo de cada amostra foram
preparadas, sendo que 20 pL das mesmas foram semeados em TSA (Triptic Soy Agar,
OXOID, Basingstoke, Inglaterra) e TSA adicionado de 0,6% de extrato de levedura (para
S. enteritidis e L. monocytogenes, respectivamente), pelo método da gota [126]. Apos,
foram incubados a 37 °C, por 18 h e 48 h, para S. enteritidis e L. monocytogenes,
respectivamente, para posterior contagem das unidades formadoras de colénia (UFC).

A taxa de reducdo bacteriana (RB) foi determinada através da Equagéo 2

100(N1-N2)
N1 (Equacio 2)
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onde:
N1: nimero de bactérias aderidas nas superficies ndo tratadas;

N2: nimero de bactérias aderidas nas superficies tratadas.

Os experimentos foram realizados em duplicata e cada experimento foi repetido

pelo menos duas vezes.

45.2.3 Andlise estatistica

Para a avaliagio estatistica dos dados obtidos com os testes de adesdo (UFC cm),
os valores foram convertidos em logio UFC. Em todos os casos, amostras em duplicata
foram utilizadas e o experimento repetido pelo menos duas vezes. Para analisar os dados
obtidos com os testes de adesdo, foi realizada anélise de varidncia com o software SPSS
versdo 21 e utilizado Teste de Turkey’s para comparar as medias, e uma p < 0,05 foi

considerada estatisticamente significativa.
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5 Resultados e discussao

5.1 Implantacdo ibnica a baixas energias de ions Ag* em titanio

5.1.1 Simulagdo de Monte Carlo

As simulacGes de Monte Carlo foram cruciais na definicdo dos parametros
empregados no processo de implantacdo. A trajetoria e as perdas de energias dos ions Ag*
durante a implantagéo ocorrem de forma gradual dentro do material alvo via colisdes com
atomos do alvo (o que causou uma transferéncia abrupta de energia) ou via interacdes
entre o ion acelerado e os orbitais eletronicos dos atomos do material alvo, sendo esse
segundo efeito considerado um processo continuo de perda de energia [118].

Os resultados das simulagdes encontram-se nas Figura 14 (a) e (b), onde pode ser
observado que com o método de implantacdo deste trabalho se atinge uma modificacédo
de até 10 nm, abaixo da superficie. Para uma energia de 4 keV a maior concentracao de
fons Ag* implantados encontra-se em aproximadamente 4 nm de profundidade, e para 2
keV, em torno de 3 nm. Para ambas energias avaliadas o perfil de implantacdo é
representado por uma curva Gaussiana. E possivel observar que as aproximacdes dos
perfis de concentracdo/profundidade dos ions Ag" implantados sdo fortemente
dependentes da energia de implantacéo, da espécie inserida e da composicao do substrato.
Quanto maior a tensdo de polarizacdo aplicada, maior é a energia com que os ions colidem
com os atomos do material alvo, e consequentemente, o alcance de penetragdo das

espécies implantadas estende-se alguns nanémetros da superficie.
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Figura 14: Simulacdo dos perfis de concentracdo/profundidade de Ag* implantada a 2 e 4 keV

em (a) titanio, e em (b) AISI 304.

Com base nestas informagdes supde-se que devido ao fato da maior quantidade da

prata implantada estar numa regido bem préxima da superficie, poderia ser mais

facilmente ionizada. E dessa forma, migrar do material para 0 meio de maneira mais

espontanea, favorecendo a inibicdo parcial ou total da adeséo de microrganismos.

5.1.2 Andlise quimica elementar quantitativa

Através da analise por RBS foi possivel determinar a quantidade de atomos de prata

por centimetro quadrado (4tomos cm) implantados em cada amostra. Na Figura 15, é

possivel observar o espectro de RBS para a amostra Ag/Ti4_60, o qual é constituido por

sinais caracteristicos de titanio (substrato) e de prata. Além de identificar os constituintes

da amostra, observando o espectro ndo foi detectado nenhum pico caracteristico de outro

elemento quimico. Dessa forma € possivel afirmar que ndo ha contaminantes na amostra

ou caso exista, a sua quantidade é inferior ao limite de resolucdo da técnica que é de

aproximadamente 2,24 x 10 a&tomos cm,
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Figura 15: Espectro de RBS da amostra Ag/Ti4_60 onde se identifica os elementos Ti e
Ag que compdem a amostra.

No detalhe do gréafico esta representada uma aproximacao do perfil do pico de prata
para facilitar a visualizagdo. E possivel observar que o perfil de implantacéo de prata esta
representado por uma curva semelhante a uma Gaussiana, a qual é equivalente a uma
distribuicdo normal, e Lorentziana onde esta € equivalente a uma distribuicao relativa de
Cauchy-Lorentz para a concentracdo de prata na superficie do titanio.

Os valores da densidade areal das amostras, ou concentracdo de ions Ag*
implantados, obtidos para cada condicdo de energia e tempo de processo estdo
sumarizados na Tabela 6.

Tabela 6: Concentracao de ions Ag* implantados nas amostras desse trabalho.

Concentracao de ions

Amostra implantados
(&tomos - cm?)

Ag/Ti2_30 2,24 x 10%
Ag/Ti2_45 8,99 x 10%°
Ag/Ti2_60 3,92 x 10®
Ag/Ti2_90 2,10 x 10%°
Ag/Ti4_30 4,24 x 1015
Ag/Ti4_45 3,35x 10%°
Ag/Ti4_60 1,13 x 10%
Ag/Ti4_90 6,70 x 10™
Ag/AISI2_60 5,61 x 10%
Ag/AlSI4_60 -
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Os valores encontrados indicam que as concentracfes implantadas dependem do
tempo e da energia de implantacdo, que influencia diretamente na profundidade de
implantacdo, e consequentemente na concentracdo obtida. Ou seja, maior o tempo de
processo e maior a energia aceleracdo dos ions, estdo associados a concentra¢fes maiores.
A tendéncia observada de que a concentracdo aumenta com o tempo e ap6s um
determinado intervalo apresenta um decréscimo sera discutida a seguir.

As amostras de aco inox (Ag/AISI) foram caracterizadas primeiramente quanto a
sua atividade bactericida e devido ao fato da amostra Ag/AISI4_60 ndo ter apresentado
eficiéncia significativa (testes ndo exibidos neste trabalho), optou-se por ndo realizar sua
caracterizacdo fisico-quimica.

Alguns pesquisadores investigaram propriedades bactericidas do carbono pirolitico
implantado com ions Ag™ utilizando S. aureus e E. coli. A implantacdo foi realizada a
uma energia de 70 keV com a concentracdo variando de 5,0 x 10* a 5,0 x 10*® 4&tomos
cm. Os resultados mostraram que a eficiéncia bactericida para S. aureus e E. coli
aumenta com a concentracéo de prata até a saturacdo em 5,0 x 107 4&tomos cm?, quando
a acdo bactericida se mantém em 97%, mesmo com concentragdes superiores [127].

A literatura apresenta um estudo preliminar sobre mecanismos antibacterianos
envolvendo a prata em aco inoxidavel AISI 420, no qual verificou-se que a prata
encontram-se no estado metalico ajustado pelas funcBes gaussianas na camada
implantada, com a concentracdo maxima de 3,3% atémico. A maior concentragdo de prata
encontra-se em aproximadamente 45 nm sob a superficie com alcance maximo em torno
de 80 nm com tensdo de extracdo de 50 kV. O aco inoxidavel implantado com prata
apresentou excelente atividade bactericida contra E. coli na concentracdo de implantagéo
superior a 1,0 x 107 a&tomos cm™. A taxa de reducéo de bactérias contra E. coli melhora

com o aumento da concentragdo de implantacgéo de prata, de 77,7% a 5 x 10% atomos cm’
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2 para 98,4% a 1,0 x 10*® atomos cm[20].

Todas as amostras produzidas no presente estudo apresentam concentracfes
implantadas na ordem de 1,0 x 10'° a 5,0 x 10'® &tomos cm, valores que se encontram
bem abaixo daqueles reportados pela literatura (acima de 1,0 x 10" &tomos cm™) [3,127].
No entanto, nesses trabalhos os autores utilizaram energias muito mais altas na
implantacdo (na ordem de dezenas de keV) em comparacédo aos 2 e 4 keV utilizados nesse
estudo.

Em todos ensaios realizados (com 2 keV e 4 keV) observou-se que a maior
concentracdo de prata implantada ocorreu para as amostras tratadas por 60 min. A
concentracdo aumenta a medida que o tempo de processo aumenta; no entanto, quando
submetidas ao processo de implantacdo por 90 min obteve-se uma concentracdo menor.
Este resultado pode ser atribuido ao fato que talvez tenha sido atingido o limite de
saturacdo de prata na taxa em que esta ocorrendo a implantacdo. De acordo com a
literatura, a prata implantada em silicio com energia de 30 a 80 keV atinge a saturacao
com concentracdes de 6,0 a 7,0 x 10'® dtomos cm2 [128]. Desta forma, os pardmetros
adotados para as implantacdes realizadas no presente trabalho sugerem que, por se tratar
de uma regido mais proxima da superficie, a saturacao é atingida com concentracoes de

aproximadamente 4,0 x 10® &tomos cm para 2 keV e 1,0 x 10® &tomos cm2 para 4 keV.

5.1.3 Determinacao do perfil de profundidade

A caracterizacdo por GD-OES corroborou para uma andlise qualitativa,
representando um perfil de profundidade para cada elemento que compde as amostras. Os
perfis dos elementos quimicos presentes na amostra a uma determinada profundidade sao
estabelecidos pela tenséo aplicada e o tempo de ensaio (tempo de pulverizacao).

As Figura 16 (a) e (b) mostram o detalhe ampliado da analise de GD-OES para as
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amostras que apresentaram, respectivamente, a menor e a maior concentragdo de prata
implantada. Para ambas, é possivel observar que os perfis de prata e titdnio se sobrepdem
e também que o perfil de titanio tem inicio antes do perfil de prata, confirmando que a
prata estd implantada na superficie do titanio. O perfil de titdnio ndo apresentou um
crescimento abrupto, o que indicaria a presenca de um filme, mas um crescimento

gradual, sendo este mais um indicio de que a houve a implantagé&o.
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Figura 16: Perfil dos elementos em profundidade obtido por GD-OES para as amostras de
titdnio com prata implantada a 4 keV por (a) 30 min e (b) 60 min.

Comparativamente, observa- se uma maior intensidade do pico de prata na Figura
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16 (b), indicando maior concentracdo em relacdo a Figura 16 (a) que foi tratada com
metade do tempo de implantacdo da primeira.

O perfil de implantacdo da prata € representado por uma curva semelhante a uma
Gaussiana e Lorentziana, semelhante ao que foi observado nos resultados de RBS.

O oxigénio detectado nas amostras possivelmente se encontra na forma de 6xidos
de prata e titanio, o que se deve ao fato da prata apresentar uma baixa energia de ionizagédo
e de o titanio formar uma camada passiva de 6xido quando exposto a um meio oxidante
a temperatura ambiente [23].

Foi proposta uma relacdo do tempo de sputtering com a profundidade estimada

através da simulacdo de Monte Carlo. A representacdo do alcance da profundidade da

prata no titanio para esse estudo esta ilustrada na Figura 17.
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Figura 17: Representacdo do alcance da profundidade da prata implantada no titanio para a
amostra Ag/Ti4_60.

5.1.4 Correlacéo entre os resultados de RBS e GD-OES e simulagao

Conforme foi possivel verificar, visivelmente ha uma correlacdo entre as analises
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de RBS e GD-OES propostas nesse estudo, apresentando uma complementacao entre 0s
resultados das caracterizacdes fisico-quimicas.

Na analise por RBS, a distribuicdo da quantidade de prata foi representada por uma
curva Gaussiana. Essa mesma caracteristica também foi observada nos resultados de GD-
OES, ou seja, em ambas € possivel inferir que a distribuicdo de prata na superficie do
titanio é uma distribuicdo normal.

Essa correlagdo estd de acordo com o resultado obtido na simulacdo de Monte
Carlo, comprovando também que a prata esta implantada no titanio a uma profundidade
de 1a10 nm.

A veracidade da correlacdo dos resultados apresentados até entdo corrobora com
dados da literatura para afirmar que a utilizacao da simulacdo de Monte Carlo para definir

previamente parametros de processo € perfeitamente viavel [21,98].

5.1.5 Avaliacdo da hidrofobicidade das amostras

Na Tabela 7 sdo apresentados os valores dos angulos de contato para as amostras

de titanio puro (Ti cp), Ag/Ti2_60 e Ag/Ti4_60:

Tabela 7: Valores dos angulos de contato para as amostras de titanio puro (Ti cp),
Ag/Ti2_60e Ag/Ti4_60

Amostra Angulo de contato
Ticp 107,6°+ 1,01
Ag/Ti2_60 97,3°+0,48
Ag/Ti4_60 102,7° £ 0,55
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As amostras tratadas com prata apresentam angulo de contato menor do que a do
substrato puro, o que indica que a superficie do titanio apds a implantacdo de prata torna-
se menos hidrofobica [129], ou seja, a superficie apresenta maior facilidade para a
formacéo de uma camada fina de 4gua capaz de dificultar a ancoragem inicial de bactérias
que poderiam iniciar a formacdo de um biofilme [87]. Por outro lado, a reducdo da
hidrofobicidade favorece a adesdo de celulas e, consequentemente, a osteointegracdo do
biomaterial [129].

O angulo de contato obtido para a amostra cuja implantacao foi feita com 2 keV
(Ag/Ti2_60) é menor do que aquele obtido na amostra com 4 keV (Ag/Ti4_60), o que
pode ser explicado pelo fato de que com menor energia a maior quantidade de prata
implantada encontra-se numa regido mais proxima da superficie, resultando

possivelmente numa maior modificacdo na topografia da superficie da amostra [130,131].

5.1.6 Teste de difusdo em agar

O aspecto visual das placas (Ag/Ti4_45) analisadas sugere que houve uma inibigdo
discreta no crescimento da bactéria E. coli que € um micro-organismo Gram-negativo.

Nas Figuras 18 (a) e (b) sdo apresentados os resultados de inibi¢do para amostra de
titanio puro (Ti cp) e para a amostra Ag/Ti4_45, na qual foi possivel perceber visualmente
a formacédo de um halo ao redor da placa, que constituiria um indicio de que essa amostra

apresenta propriedades bactericidas.

Figura 18: Imagem do teste de difusdo em agar com E. coli: (a) titanio puro (Ti_cp) e (b)
amostra Ag/Ti4_45.
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O segundo conjunto de ensaios mostrou que a amostra Ag/Ti4 45 apresenta
também acdo inibitoria contra a S. aureus, que é uma bactéria Gram-positiva. A Figura
19 mostra o resultado para essa amostra, na qual foi possivel perceber visualmente a
formacgédo de um pequeno halo ao redor da placa, que constituiria um indicio de que a
amostra apresenta igualmente propriedades bactericidas em relacéo a esse outro micro-

organismo.

Figura 19: Imagem do teste de difusdo em agar (Staphylococus aureus) para (a) titanio
puro (Ti_cp) e (b) amostra Ag/Ti4_45.

Outra observacdo importante é que sob as placas ndo houve crescimento algum,
pois caso isso tivesse ocorrido, as placas teriam se deslocado para os lados. Uma vez que
a area de contato dos substratos de titdnio com o agar é muito pequena, devido a sua fina
espessura, os halos formados ao redor das amostras nas placas de Petri sdo discretos

[132].

5.1.7 Verificagédo da eficiéncia do tratamento do efluente industrial utilizando as

amostras com Ag

A amostra Ag/Ti4_45 foi escolhida para o teste de tratamento do efluente por ter
apresentado indicios de acdo bactericida no teste de difusdo em Agar. Ja as amostras
Ag/Ti4_30e Ag/Ti4_60 foram escolhidas apresentarem a menor e a maior quantidade de
prata implantada, respectivamente.

As amostras foram imersas em 100 mL de efluente industrial por diferentes intervalos
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de tempo. No final do tratamento, procedeu-se a contagem de E. coli em cada um dos ensaios

realizados. A contagem de E. coli em func¢do do tempo de contato para as trés condigdes €

mostrada nas Figuras 20 (a), (b) e (c).
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Figura 20: Contagem de E. coli em relagdo ao tempo de contato das amostras com o
efluente industrial para (a) Ag/Ti4_30 (b) Ag/Ti4_45 e (c) Ag/Ti4_60.

59



A tendéncia observada em todos os ensaios € que: a populacéo de E.coli do efluente
industrial aumenta rapidamente nos primeiros minutos em contato com amostras tratadas
com prata até atingir um maximo e entdo comeca a decrescer. A concentracdo maxima de
E. coli é atingida em cerca de 5 min para a amostra Ag/Ti4_45 (Figura 20 (b)), cerca de
10 min para Ag/Ti4_60 (Figura 20 (c)) e 60 min ou mais para Ag/Ti4_30 (Figura 20 (a))

Isto indica que o efeito bactericida existe (devido a diminuicéo da populacéo de E.
coli apo6s um determinado periodo), mas ndo ocorre imediatamente a partir do contato.
De fato, é compreensivel que a lixiviacdo de ions Ag* da regido abaixo da superficie para
o efluente ndo seja instantanea e que, uma vez liberados para 0 meio, 0 processo de
eliminacdo pode levar alguns minutos (de 5 a 60 min dependendo dos parametros
experimentais). Esse suposto retardamento da acao bactericida das amostras teoricamente
dependeria da distancia das particulas de prata a superficie, e da densidade ou quantidade
de particulas. 1sso pode explicar, por exemplo, por que para o processo de implantacéo, a
fase de diminuicdo do nimero de E. coli ocorre mais cedo para a amostra implantada por
60 min (Figura 20 (c)) do que para a implantada por apenas 30 min (Figura 20 (a)). De
fato, quanto maior o tempo de implantacdo, maior o nimero de particulas implantadas e,
consequentemente, maior a densidade de particulas perto da superficie, que supostamente
podem ser lixiviadas para o0 meio e ter acdo bactericida.

Devido a este periodo latente em que as particulas de prata ainda néo estdo ativas e
ao ambiente favoravel para a multiplicacdo das bactérias durante o teste (temperatura de
incubacéo de 25 °C), observa-se uma fase de expanséo bacteriana nos primeiros minutos,
até que a prata comece a agir eliminando-as. Nessas condicGes favoraveis a multiplicacéao,
a Unica explicacdo para a diminuigdo da concentracéo de E. coli no efluente é a acdo da
prata, que constitui um indicio das propriedades bactericidas de todas as amostras

avaliadas.
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No grafico da amostra Ag/Ti4_60 (Figura 20 (c)), que contém mais informacdes,
uma vez que uma maior quantidade de amostras com esses parametros foi elaborada, é
possivel verificar que a populacdo de E. coli atinge um minimo de cerca de 120 min ap0s
0 inicio da incubacdo, antes de iniciar lentamente um novo aumento. Essa recuperacdo
da atividade bactericida pode ser devida, se ndo a um erro experimental, ao consumo de
toda a prata disponivel. Na verdade, 0 aumento da populacéo bacteriana sugere gque a taxa
de multiplicacdo seja maior do que a taxa de bactérias mortas. O aumento da taxa de
multiplicacdo bacteriana é improvavel, uma vez que a populacdo bacteriana foi reduzida
a metade em menos de 2 h (entre 10 e 120 min), o que permite supor que nessa fase ocorre
a exaustdo de particulas de prata ativas. Isso pode ser atribuido ao fato de que as particulas
de prata ja estdo ativas, atuando na morte das primeiras bactérias e precisam de algum
tempo para atacar outras bactérias, ou simplesmente ndo ha particulas de prata suficientes
no substrato e ap6s um determinado tempo de eficiéncia, as particulas de prata ficam em
menor nimero. A tensdo de aceleracdo na implantacdo deve ser suficientemente baixa
para que as particulas de prata sejam implantadas muito proximas da superficie e sejam
capazes de se desprender facilmente do substrato, mas também suficientemente altas para
garantir certa dispersdao em profundidade das particulas para permitir uma liberacédo
continua.

Nesse caso, seria importante avaliar o comportamento dessas amostras em outros
tempos, a fim de verificar se 0 aumento da populacdo bacteriana é definitiva ou
temporéaria. Se for definitiva, isso significa que o substrato precisa de uma maior
concentracdo de particulas de prata perto da superficie. Entretanto, também poderia
existir algum tipo de ciclo, onde a taxa de crescimento das bactérias e a taxa de a¢éo da
prata estariam em um equilibrio, periodicamente desestabilizado pelo atraso da acéo da
prata sobre as bactérias sucessivas.

Também ndo € impossivel que as outras duas amostras avaliadas Ag/Ti4 30 e
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Ag/Ti4_45 apresentem um comportamento semelhante, uma vez que ha intervalos de
tempo maiores. Além disso, sem se conhecer 0s dados nesses intervalos nao se pode
afirmar com certeza qual é o comportamento desses graficos. Essas curvas podem
apresentar um minimo neste periodo e aumentar novamente para os resultados obtidos
em 240 min. ApGs 4 h de contato com as amostras tratadas, o efluente contém mais
bactérias do que no inicio em todos os casos, com excec¢do da amostra Ag/Ti4_30. Sendo
assim, ou ndo ha particulas de prata disponiveis, pelas possiveis razbes explanadas
anteriormente, e ha um aumento na populacéo de bactérias; ou a concentracéo de bactérias
tende a diminuir, mas a uma taxa muito lenta. Por isso torna-se necessario uma maior
quantidade de dados em intervalos menores de tempo, inclusive acima de 4 h, a fim de
conseguir tracar uma curva mais precisa da quantidade de bactérias no efluente tratado
em funcéo do tempo de contato com as amostras contendo prata.

Devido ao fato de os testes de desinfeccdo do efluente industrial terem sido
realizados como uma das Ultimas etapas do trabalho, ndo houve tempo habil para
producdo de quantidade suficiente de amostras para repeti-lo e obter os dados estatisticos

necessarios para resultados mais conclusivos.

5.1.8 Avaliacéo da quantidade de Ag lixiviada apo6s o tratamento do efluente

A amostra Ag/Ti4_45 utilizada no tratamento do efluente industrial foram
novamente analisadas por RBS, a fim de se tracar um perfil da quantidade de prata
remanescente em funcdo do tempo que estas permaneceram em contato com o efluente.

Esse perfil encontra-se representado na Figura 21.
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Figura 21: Quantificacdo de prata presente na amostra Ag/Ti4_45 ap6s sua utilizagdo no
tratamento do efluente industrial.

Como pode ser constatado, para todas as amostras utilizadas no tratamento do
efluente a concentracdo de prata é menor do que a inicial (no tempo zero e que
corresponde a densidade areal obtida ap6s 45 min de implantacdo), sendo que quanto
maior 0 tempo que estas permaneceram imersas, menor a quantidade de prata
remanescente.

Nos primeiros 5 min foi lixiviada cerca de 22,7 % da concentragéo inicial de prata
implantada e ao final dos 240 min a reducdo devido a lixiviacdo foi de 47,6%. Ou seja,
apenas 52,4% da concentracdo inicial de prata permanece incorporada no substrato de
titanio.

De acordo com a literatura, a concentracdo de ions Ag" lixivados de amostras de
aco inox aumenta a medida que a concentracdo de ions Ag" nas amostras é maior. Um
estudo de 2013 mostrou uma lixivagéo de 35 + 16 ppb quando a concentragcdo implantada
era de 5,0 x 10 atomos cm™ até 255 + 20 ppb para a concentragio implantada de 1,0 x
10'® 4tomos cm™. O material estudado exibiu atividade bactericida duradoura (taxa de
remocdo > 90%) apds exposicdo ao ar ou imersdo em &gua da torneira por mais de um
ano [15].
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Considerando a hipoétese levantada no item 4.5.1.2 de que apds um determinado
tempo ndo haja quantidade suficiente de fons Ag"™ para continuarem eliminando as
bactérias, esses dados indicam que mesmo com mais da metade da concentracéo inicial
de prata nas amostras, talvez a profundidade das particulas de prata remanescentes em
relacdo a superficie seja tal que a energia necessaria para ioniza-las e fazer com que se
desprendam do substrato seja maior do que a energia disponivel no sistema.

Para se comprovar essa hipoOtese seria necessario realizar novos testes com as
amostras implantadas a 2 keV, nas quais a maior concentracao de prata encontra-se numa
regido ainda mais proxima da superficie do que as implantadas com 4 keV.

Outra possivel justificativa para as taxas de remocdo ndo serem tdo eficientes
guanto o que € reportado pela literatura seria a presenca de oxigénio nas amostras,
conforme foi verificado pela analise de GD-OES. Quando os atomos de prata se
encontram ligados, formando AgO, por exemplo, a energia necessaria para que ocorra a

ionizacdo é muito maior do que quando esta disponivel no estado Ag° [106].

5.1.9 Avaliacéo da citotoxicidade do tratamento

Visando a obtencdo de titdnio com propriedades bactericidas que possa ser utilizado
como implantes para o corpo humano e levando-se em consideracdo o que ja foi
explanado ao longo desse trabalho, avaliou-se a utilizacdo Ag/Ti2_60 e Ag/Ti4_60 (por
serem as amostras cujo tratamento resultou na maior quantidade de prata implantada)
quanto as suas caracteristicas bioativas. Entretanto, para a obtencéo dessas caracteristicas,
entende-se que a morfologia, bem como parametros de superficie sdo extremamente
relevantes para o comportamento bioldgico e consequentemente para a resposta de
implantes de titdnio com prata implantada na superficie. Os comportamentos celulares

tais como adesdo, alteracdo morfoldgica, alteragdo funcional e proliferagdo sdo muito
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afetados pelas propriedades de superficie, incluindo hidrofobicidade, rugosidade, textura
e morfologia [133,134].

De acordo com a literatura, a adesdo celular sobre titdnio é influenciada
principalmente pela rugosidade e pela natureza quimica da superficie. Usando ataque
acido, os autores pretendiam modificar a textura de superficie do titdnio, melhorando a
topografia superficial e a biocompatibilidade da superficie. Para isso, as amostras foram
tratadas com uma solucéo mista de HCI-HF-H3PO4 em diferentes concentragdes, tempo
de tratamento e adicdo de cloreto de célcio. Os resultados revelaram que as variacGes de
concentracdo de acido na solucdo mista tém um efeito significativo na morfologia e na
rugosidade da superficie. A rugosidade da superficie apresentou um aumento
significativo quando o tempo de exposicdo aumentou. Nesse estudo, 0s autores
observaram uma correlacdo positiva entre as propriedades superficiais dos materiais
(rugosidade superficial e quimica superficial) e respostas bioldgicas. Foi comprovada a
presenca de elemento fosforo nas superficies das amostras. A incorporacdo desses
elementos na estrutura do titanio poderia induzir a formacdo de apatita e melhorar o
contato osso-implante. Esses resultados sugerem que a presenca de fésforo e célcio na
superficie do titanio afeta positivamente a sua biocompatibilidade. Além disso, a
topografia em nanoescala € uma forma eficaz de alterar interacdes proteicas com uma
superficie [135].

Nesse contexto, sabe-se que a adesdo e proliferacdo celular sdo preferencialmente
favorecidas sobre superficies hidrofilicas, devido ao favorecimento da adsorcdo de
proteinas, tais como fibronectina e vitronectina, que possuem papel fundamental na
adesao celular [135,136].

Um estudo publicado anteriormente avaliou 0 comportamento de adesdo em células
MG63 sobre titanio contendo diferentes concentragdes de cobre na sua composicéo,

concluindo que a adeséo e proliferacdo celular ndo foi prejudicada pela adigdo de um
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elemento (cobre) ao titanio, em relacédo ao titanio puro [137].

As amostras modificadas Ag/Ti2_60 e Ag/Ti4 60 e analisadas nesse trabalho
apresentaram crescimento celular superior ao comportamento de adeséo que € verificado
sobre o titanio puro (Ti_cp), conforme pode ser constatado visual e comparativamente na
Figura 22, com um aumento de 500x. Nas micrografias a parte mais clara com ranhuras
corresponde ao substrato de titdnio e as células sdo observadas como estruturas
prolongadas e mais escuras nas imagens. Na superficie da amostra Ag/Ti2_60 de 5 dias
houve aumento no numero de células em relacdo a de 1 dia e também na comparacdo com
o titdnio puro (Ti_cp). Especialmente na analise da amostra Ag/Ti4_60, é possivel
observar que em 5 dias houve um crescimento capaz de recobrir praticamente toda

superficie do titanio.

Ticp

Ag/Ti4 60 §

Figura 22: Comparativo da morfologia das células MG63 sobre amostras de Ti_cp,
Ag/Ti2_60 e Ag/Ti4_60 apds 1 e 5 dias de incubagéo.
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Com base em estudos anteriores, pode-se explicar o aumento da adesao celular nas
amostras tratadas por uma possivel reducdo na hidrofobicidade e alteracdo da rugosidade
das amostras provocado pelo processo de implantacdo da prata [134,135]. No entanto, a
amostra implantada com 2 keV e que concentra a prata implantada mais proximo da
superficie, que poderia apresentar uma maior modificacao superficial, apresentou menor
adesdo celular do que a implantada com 4 keV.

O grau de citotoxicidade dos ions Ag" e de outros metais ndo depende apenas da
concentracdo, mas do tempo de exposicao das células [109]. Sendo assim, é possivel que
a amostra cuja maior concentracdo de prata se encontra numa condi¢cdo mais favoravel a
ionizacdo (Ag/Ti2_60) tenham apresentado essa lixiviacdo de ions Ag* num intervalo de
tempo menor do que a amostra Ag/Ti4_60. Consequentemente, fez com que estes ions
ficassem mais tempo em contato com as células, prejudicando sua capacidade de
proliferacdo. Possivelmente devido a maior distancia da superficie e maior energia
necessaria para ionizar os atomos de prata, nas amostras Ag/Ti4_60 a lixiviacdo dos ions
Ag* ocorre de forma mais moderada. Ou seja, a concentracdo de ions Ag* no meio é
aumentada gradativamente, possibilitando que as células tenham um maior tempo de
proliferacdo se arranjando de forma mais complexa, o que diminui a sensibilidade das
células aos efeitos toxicos da prata [109].

Pelos resultados obtidos, e considerando a finalidade do teste, verifica-se que a
energia de implantacdo é um dos parametros-chave para o tratamento proposto, pois
influencia diretamente no comportamento celular obtido, uma vez que é determinante na
profundidade de implantacdo da prata.

Dentre essas amostras, a Ag/Ti4_60 destaca-se por ser mais favoravel para a adesao
celular, ja que apresentou maior proliferacdo das células no periodo avaliado. Some-se a
isto o fato de que essa amostra pertence ao grupo das que foram testadas quanto a sua

eficacia bactericida no tratamento do efluente industrial, com um resultado de reducéo na
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contagem de bactérias.
Através da andlise das imagens obtidas pela coloracdo de Giemsa, observou-se que
a morfologia das células MG-63 em contato com os extratos de Ag/Ti2_60 e Ag/Ti4_60
durante o periodo de 1, 5 e 7 dias apresentaram-se arredondadas ou com prolongamentos,
envoltas em citoplasma abundante, bem definido e integro, caracterizando uma cultura de
células saudavel (Figura 23). Em contrapartida, no controle positivo, observou-se que as
células MG-63 em contato com agente permeabilizante de membranas (5% de DMSO)
durante o periodo de 1, 5 e 7 dias apresentaram perda dos filamentos de colageno e
refringéncia, nimero reduzido de células, com morfologia alterada, sugerindo atividade
citotoxica do controle positivo significativa em comparagdo aos extratos de Ag/Ti2_60 e
Ag/Ti4_60 (Figura 23).
Controle positvo

G s 8 . TN R AN &
Figura 23: Morfologia das células tratada durante 1, 5 e 7 dias em comparagéo com 0s
controles negativos e positivos. As imagens foram obtidas por microscopia Optica (aumento de
200 vezes).

Para melhor elucidar o efeito dos parametros (energia de implantacao) de obtencéo

das amostras de titanio com prata implantada préxima a superficie, a serem utilizados na
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area biomedica, utilizou-se o ensaio de contato indireto (MTT) com as amostras
Ag/Ti2_60 e Ag/Ti4_60, a fim de se obter maiores informacdes a respeito da atividade
citotoxica desses materiais.

Assim, a anélise de citotoxicidade das amostras Ag/Ti2_60 e Ag/Ti4_60, bem como
a avaliacdo do seu processo de obtencéo foi realizada pela metodologia de conversdo de
MTT em cristais de formazan por células viaveis. Esse ensaio é amplamente utilizado
para medir o potencial citotoxico de drogas em linhagens celulares estabelecidas ou em
culturas primarias e secundarias [138]. A Figura 24 apresenta um comparativo do efeito

citotoxico entre as amostras Ag/Ti2_60 e Ag/Ti4_60.
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Figura 24: Efeito citotoxico das amostras Ag/Ti2_60 e Ag/Ti4_60 na viabilidade de
células MG-63. As células foram tratadas durante 1, 5 e 7 dias. Controle positivo (células
tratadas com DMSO a 5%). Os resultados foram obtidos a partir de trés experiéncias
independentes. Cada barra representa o percentual médio de viabilidade £ DP em relacdo ao
controle negativo (meio de cultura) que foi normalizada para 100%.

Comparando-se os resultados de viabilidade celular obtidos nas amostras, observa-
se que ndo houve reducdo da viabilidade celular durante o periodo de 1, 5 e 7 dias na
presenca do extrato das amostras tratadas em comparagdo ao controle negativo, onde

utilizou-se somente meio de cultura DMEM suplementado. Em analogia ao que foi

observado no ensaio de coloragdo de Giemsa, salienta-se que o controle positivo com 5%
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de DMSO apresentou uma acentuada reducdo na viabilidade celular, quando comparado
ao controle negativo e aos tratamentos feitos com o extrato das amostras de Ag/Ti2_60 e
Ag/Ti4_60.

Dentre as amostras avaliadas quanto a bioatividade, a amostra Ag/Ti4_60 se destaca
indicando que reune as melhores propriedades superficiais para a adesdo celular, uma vez
que apresenta maior viabilidade e proliferacdo celular. Além disso, esta amostra pertence
ao grupo das que apresentaram acdo bactericida comprovada no teste de tratamento do
efluente industrial, ja que houve uma reducao na contagem de bactérias E. coli.

E importante ressaltar que as amostras utilizadas nessa avaliacdo sdo aquelas que
apresentaram a maior concentracdo de prata implantada. Considerando especificamente
a amostra Ag/Ti4_60 que ndo mostrou indicios de toxicidade para as células humanas,
pode-se apontar 0 processo proposto nesse estudo como biologicamente viavel. Pois, uma
vez que, com concentragfes menores de prata (Ag/Ti4_30 e Ag/Ti4_45) houve indicios
de acdo bactericida, logo essas concentra¢es encontram-se num intervalo seguro para

utilizacdo dos artefatos tratados como proteses ou implantes da area odontolégica.

5.1.10 Correlacéo dos resultados de caracterizacao fisico-quimica e bioldgicas

Os resultados mostram que o método de implantacdo idnica de prata a baixas
energias por IPD permite controlar os pardmetros de processo e em conjunto com as
simulacdes obter diferentes niveis de modificacdo superficial, visando a acdo bactericida.
Diferente do que se imagina, ndo apenas a concentracao de prata implantada, mas também
a topografia da superficie é determinante na acdo contra micro-organismos. A topografia
influencia sua molhabilidade e consequentemente modifica a resposta dessa superficie na
adesdo tanto de micro-organismos formadores de biofilmes indesejados, quanto de

células (capacidade de osteointegragéo).

70



E necessario que se obtenha um conjunto de pardmetros que combine a
concentracdo e a profundidade de implantacdo ideal para promover a reducdo da
hidrofobicidade da superficie, e que dificulte a adesao inicial das bactérias, favorecendo
a adesdo e proliferacdo celular.

A combinacdo ideal desses parametros também € importante para que se obtenha
uma taxa de lixiviagdo de ions Ag* conforme a aplicacdo desejada, pois uma concentracao
muito alta de Ag™ liberada imediatamente quando em contato com o tecido biolégico pode
resultar em um efeito toxico ao organismo hospedeiro. Ja uma lixiviacao gradual dos ions
Ag" da superficie de uma prétese pode evitar a formacdo de um biofilme bacteriano a
uma taxa na qual as células responsaveis pela osteointegracdo se organizem em arranjos
mais complexos, e consequentemente tornam-se menos sensiveis aos efeitos toxicos dos

fons Ag"*.

5.2 Implantacdo ibnica a baixas energias de ions Ag* em aco inox AlSI 304

Os dois conjuntos de amostras foram submetidos aos ensaios bioldgicos para avaliar
a adesdo de bactéria; no entanto, as amostras do conjunto Ag/AISI2_60 apresentaram
atividade bactericida mais eficiente e por este motivo foram escolhidas para as demais

caracterizacdes.

5.2.1 Analise da concentracdo de prata incorporada nas amostras de AISI 304

A concentragdo e distribuicdo de implantacdo de prata na superficie no aco
inoxidavel foram determinadas por RBS. O espectro (Figura 25) mostra 0s sinais
caracteristicos de ferro (espécie quimica com maior percentual em peso encontrado no
substrato) e de prata incorporada nas amostras. A concentragdo implantada, 5,61 x 10

atomos cm foi determinada utilizando-se a Equagéo 2.
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Figura 25: Espectro de RBS da amostra Ag/AISI2_60.

Da mesma forma que foi verificada nas amostras de Ti cp € possivel observar que
o perfil de implantacdo de prata estd representado por uma curva semelhante a uma
Gaussiana, equivalente a uma distribuicdo normal, e Lorentziana, equivalente a uma
distribuicéo relativa de Cauchy-Lorentz para a concentragéo de prata implantada no acgo
inoxidavel. No detalhe do grafico esté representada uma aproximacao do perfil do pico
de prata para facilitar a visualizacdo, que confirma o que foi previsto pela simulagéo de

Monte Carlo.

5.2.2 Perfil dos elementos em profundidade

Os resultados da andlise de GD-OES (Figura 26) mostram os perfis dos elementos
caracteristicos do ago inoxidavel que séo ferro, cromo e niquel, e também da prata que
foi incorporada pelo processo de implantacdo. Esses resultados sdo corroborados pelos
resultados das simula¢des de Monte Carlo, pois as curvas dos elementos ndo apresentam
um crescimento abrupto, o que indica que ndo ha formacéo de uma pelicula de prata na
superficie do agco, mas sim que a prata esta, de fato, implantada. Analisando melhor a

Figura 26 também foi constatada a presenca de oxigénio na superficie do aco inoxidavel.
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Esse oxigénio, que aparece na superficie das amostras, corresponde a camada de o0xido

que se forma pela exposicdo ao ambiente, bem como atomos adsorvidos a superficie das

amostras.
4
12 4
Ag/AISI2_60
10 2
—~ 1lAg
>
< g
) 0
hel
3
2 64 Y
Q9 5 ———
= e
4 :'
| Gl et e et ———— e — s — e ]
2l
i s .
D ' I ¥ T v T T T T T T
5 10 15 20 25 30

Tempo (s)

Figura 26: Perfil de implantacéo de prata na amostra Ag/AISI2_60 e seus principais
constituintes.

O perfil da prata observado para a amostra Ag/AlIS12_60 apresenta comportamento
similar ao que foi visto para as amostras de titanio, e a representacdo do alcance da
profundidade dos ions de prata no aco inoxidavel para este estudo, com base nas

informacdes obtidas na simulacdo de Monte Carlo, esté ilustrada na Figura 27.

73



Intensidade (V)

8

Tempo (s)

~é nm Profundidade

Superficie o

Figura 27 — Representacdo do alcance da profundidade dos ions Ag* implantados no ago
inoxidavel AISI 304 com base nas informacGes obtidas na simulagdo de Monte Carlo.

5.3 Avaliacdo do efeito da modificacdo superficial na adeséo de bactérias

Os testes bioldgicos realizados para verificar a acdo bactericida das amostras de aco
inox AISI 304 com implantacdo de prata a baixas energias estdo descritos no trabalho
realizado em parceria com o Laboratorio de Microbiologia e Controle de Alimentos [139].

Os resultados apresentados na Tabela 8 mostram que houve uma reducdo para
ambas as bactérias testadas (> 50%). A taxa de reducao variou de 53,8% a 65,9% para L.
monocytogenes e 69,8% e 70% para S. enteritidis quando a densidade areal de prata
implantada no aco inoxidavel foi de 3,0 x 10'® atomos cm™. Em um trabalho prévio, os
autores observaram que superficies de aco inoxidavel AISI 316 com adicdo de ions Ag*
em uma concentracdo de 0,03% (peso/peso) implantados pelo método de derretimento
repetido em forno (1050 °C) por uma fusdo de inducédo a vacuo (VIM) por 5 min exibiram
um efeito bactericida com uma taxa de reducéo de E. coli de 89,9% [140]. Ja em um outro
estudo, foi encontrada uma taxa de redugdo maior (99,9%) para E. coli e S. aureus com a

mesma concentragio de prata do estudo anterior (3,0 x 10 a&tomos cm™), porém, no ago
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inoxidavel AISI 304 preparado em um forno de indugdo de ar, sob uma atmosfera
protetora a 1200 °C, durante 4 h. No presente trabalho, foram encontradas taxas de
reducdo mais baixas do que nos trabalhos mencionados [17,140], o que pode ter ocorrido

devido ao método e condicOes utilizadas para a implantacéo da prata na superficie.

Tabela 8 — Taxa de reducdo de S. Enteritidis e L. monocytogenes em aco inoxidavel AlSI
304 tratado por implantagéo idnica de Ag* a baixas energias [139].

_ _ % Reducéo
Micro-organismo

1h 24h
S. enteritidis 70,0 £ 3,58 2 69,8 + 3,22 2
L. monocytogenes 53,8 +£3,34 % 65,9 + 2,23 PA

Notas: Mesma letra minUscula dentro de uma linha ndo possui diferenca estatistica (P> 0,05).
Mesma letra maitscula dentro de uma coluna ndo possui diferenga estatistica (P > 0,05).

Na Tabela 8 observa-se que para S. Enteritidis ndo houve diferenga significativa
entre os tempos de adesdo de 1h e 24 h. Embora ndo seja possivel afirmar que a prata ndo
tenha inativado a S. enteritidis ja em uma hora, o tratamento com prata foi suficiente para
reduzir a adesdo de S. enteritidis em 70%, porém ndo houve reducdo adicional desse
micro-organismo apés 24 h. Por outro lado, para L. monocytogenes, a taxa de reducao foi
significativamente maior (p < 0,05) ap6s 24 h, indicando que houve inativacdo adicional
da bactéria devido a acdo da prata, ap6s esse periodo. Isso pode ser explicado pelo fato
das paredes celulares das bactérias Gram-positivas diferirem acentuadamente das Gram-
negativas. O peptideoglicano na parede celular de bactérias Gram-positivas é muito mais
espesso do que aquele em bactérias Gram-negativas [56]; com isso, a parede celular mais
espessa da L. monocytogenes pode ser mais resistente contra a penetragao de ions Ag* na
célula [2,108]. Isso corrobora os resultados obtidos em um trabalho onde foi avaliada a
adesdo com 24 h de contato e relatou-se que a prata implantada nas amostras de acgo

inoxidavel AISI 420 mostrou excelente propriedade bactericida para E. coli com uma
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concentragdo de implantacéo de 2,0 x 107 a&tomos cm2 [141]. No entanto, a atividade
bactericida em relacdo a S. aureus ndo foi satisfatdria, com taxas de remocao de apenas
50%. Outra equipe de pesquisadores comprovou a eficicia do tratamento de implantagédo
de prata (1,0 x 10%" atomos cm2), porém para as bactérias Gram-negativas (E. coli), a
eliminacdo foi maior do que para as bactérias Gram-positivas (S. aureus) [142].

Os resultados também demonstraram que a taxa de reducdo de S. enteritidis foi
maior do que a de L. monocytogenes em 1h (p < 0,05). Os valores observados para o
namero de células aderidas aos acos inoxidaveis ndo tratados (dados ndo apresentados)
mostraram que S. enteritidis também aderiu mais do que a L. monocytogenes nos acos
inoxidaveis ndo tratados. Isto pode ocorrer devido a influéncia de outras caracteristicas
da S. enteritidis, como a presenca de fimbrias, pilis e capsula que podem estar envolvidas
no processo de adesao.

No entanto, ndo houve diferenca significativa de adesdo entre as bactérias avaliadas
quando os testes foram feitos em 24 h, sugerindo que o tempo néo foi fator determinante
para a acdo da prata (efeito residual) em bactérias Gram-negativas. Por outro lado, foi
observada diferenca significativa entre os dois tempos (1 h e 24 h) para L. monocytogenes,
e isso pode ser devido as caracteristicas da estrutura celular, indicando que o tempo tem
influéncia na acdo da prata em bactérias Gram-positivas. Cabe ressaltar que para ambas
as bactérias, os fons Ag* foram capazes de inibir as células aderidas inicialmente e no
biofilme maduro.

Resultado semelhante ao deste trabalho € descrito na literatura onde foi observada
atividade bactericida contra E. coli em aco inoxidavel AISI 420 (77,7%), no qual a prata
foi implantada utilizando um equipamento de implantagdo de ions, com uma
concentragdo semelhante ao do presente estudo (5,0 x 10'® &tomos cm). Contudo,
quando foi aumentada a concentragdo de prata implantada (1,0 x 10'® atomos cm?), a

atividade bactericida aumentou (98,4%) [20]. Em outro trabalho foi avaliada a
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implantacdo de ions Ag* em dois materiais (ago inoxidavel AISI 317 e titanio). A taxa de
reducdo bacteriana para as amostras de aco inoxidavel AISI 317 e titanio, tratadas com
prata, foi de 80% e 83%, respectivamente, com uma concentracdo maior de ions do que
a do presente estudo (5,0 x 10'° &omos cm). Quando a concentracdo de ions Ag* foi
aumentada para 1,5 x 10" &tomos cm, contatou-se um excelente efeito bactericida (de
99,9% e 100%, para as amostras de aco inoxidavel e titanio, respectivamente) [3].

De acordo com a literatura, amostras de aco inoxidavel AIS1 304 com a implantacdo
de prata apresentaram uma alta reducéo bacteriana (> 95%) em relagcdo as amostras ndo
tratadas para E. coli e S. aureus, sendo que a concentracdo usada foi maior do que a usada
no presente estudo (1,0 x 10 &omos cm2). Portanto, é compreensivel que o efeito
bactericida aumente com o aumento da concentracdo de ions implantados na superficie.
A prata, ao ser lixiviada da superficie, ioniza-se e, ao se ligar as proteinas das células
bacterianas, possivelmente danifica a estrutura da parede celular, ocasionando a morte
das mesmas [21].

Contudo, essas consideracdes sao questionadas pela ocorréncia e predominancia
das células aderidas irreversivelmente a superficie. E provavel que essas células se tornem
uma barreira contra a acdo dos fons Ag*. Nessas circunstancias, o biofilme poderia se
desenvolver sobre as células aderidas, estando elas mortas ou vivas, sem sofrer os efeitos
dos ions Ag* [21].

O presente estudo sugere que o aco inoxidavel AISI 304, tratado por implantacédo
de fons Ag* a baixas energias, pode ser utilizado como alternativa aos agos inoxidaveis
tradicionais para ajudar a reduzir a ocorréncia de contaminacdo. Contudo, este trabalho
revelou uma reducdo de bactérias em acgos inoxidaveis tratados com Ag* de
aproximadamente 1 log (uma ordem de grandeza), e, embora seja considerada uma baixa
reducdo, isso j& pode ser suficiente para prevenir surtos alimentares, principalmente

quando considera-se L. monocytogenes, que apresenta concentragdes infectantes muito
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baixas (<102 células) [54].

No entanto, algumas microcoldnias bacterianas podem ser formadas mesmo em

superficies tratadas com prata, em periodos de incubacdo mais longos. Por isso, caso a

superficie de aco inoxidavel tratada seja utilizada em areas relacionadas com higiene e

salde (onde é necessario prevenir o crescimento e multiplicacdo de bactérias) as praticas

de higienizacao apropriadas precisam ser aplicadas [140].

5.4 Quantificacdo da prata remanescente nas amostras apds os ensaios biologicos

Apos a realizagdo dos ensaios para avaliar a adesdo das bactérias nas amostras

tratadas, a quantificagdo de prata incorporada nas mesmas foi realizada novamente por

RBS e os dados obtidos estdo mostrados nas Figuras 28 (a) e (b).
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Observando os graficos pode-se dizer que em ambos o0s casos a maior lixiviacéo de
fons Ag* para o meio liquido ocorre na primeira hora de contato, sendo de 50% para L.
monocytogenes e 78% para S. enteritidis. Apds 24 h de contato das amostras com o meio
nos ensaios com as duas bactérias, a quantidade de prata presentes nas amostras é de
aproximadamente 15% em relacdo a quantidade inicial. Estes resultados podem ser
utilizados para entender o porqué de nédo haver diferenca significativa para os resultados
de 1h e 24h na reducdo de S. enteritidis: a quantidade de prata disponivel apds 1h é de
apenas 20% do valor inicial. Apds 1h a reducdo de L. monocytogenes € de 53,4% restando
aproximadamente metade da concentracdo inicial de prata e ao final de 24h 65,9% de
reducdo com aproximadamente 15% da concentracdo de prata inicial disponivel.

De acordo com a literatura, uma amostra de aco inox contendo concentracdo 2,0 x
106 4tomos cm de prata (implantada com uma tensio de aceleracdo de 50 kV a uma
profundidade de 45 nm) libera em torno de 70 ppb de ions Ag*. O material estudado
exibiu atividade bactericida duradoura (taxa de remocédo > 90%) apds exposi¢ao ao ar ou
imersdo em agua da torneira por mais de um ano [20]. As amostras estudadas no presente
trabalho ndo foram avaliadas em longo prazo para verificar em que momento perdem sua
atividade bactericida, devido a lixiviacdo completa da prata implantada. Mas, é provavel
que essa diferenca de resultados seja devido a diferenca na profundidade de implantacao.

A lixiviacdo de grande quantidade de prata implantada na primeira hora de contato
das amostras com o meio liquido pode ser atribuida a profundidade de implantacdo. Como
ja foi mencionado ao longo deste estudo, a baixa energia de implantacdo (2 keV) faz com
que a maior densidade dos atomos de prata esteja localizada a uma profundidade de 2 nm,
ou seja, muito proxima da superficie. Desta forma, a ionizacdo de grande parte desses
atomos ocorre imediatamente a partir do momento em que as amostras entram em contato
com o meio liquido.
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As caracteristicas verificadas com a analise dos resultados permitem identificar que
a utilizacdo deste conjunto de parametros para o tratamento de aco inox AISI 304 na
fabricacdo de equipamentos e utensilios da industria de alimentos € prejudicada pelo fato
de que a lixiviacdo ndo ocorre de forma constante. No entanto, uma possivel aplicacéo do
aco inox AISI 304 com prata estd na area médica, como placas de fixacdo, pinos e
parafusos, por exemplo. A aplicacdo apresenta-se viavel por se tratarem de artefatos que
serdo implantados em procedimentos cirdrgicos, 0 momento critico que exige o material
esteja livre de contaminacdo pela adesdo de micro-organismos é justamente aquele em

que o material é colocado em contato com o tecido bioldgico.
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6 Conclusao

Neste trabalho foram produzidas amostras metalicas (Ti cp e AISI 304) com ions
Ag" implantados a baixas energias por IPD numa regido préoxima da superficie, visando
desenvolver materiais cuja superficie seja capaz de inibir a adesdo de bactérias podendo
ser aplicado como biomateriais.

Os resultados teoricos e experimentais mostraram que existe uma correlacdo clara
entre as caracterizacdes fisico-quimicas. As simulacdes de Monte Carlo estimaram 0s
perfis de profundidade e concentracOes de ions Ag* que foram encontrados em ambas as
técnicas subsequentes: RBS e GD-OES. A simulacdo de Monte Carlo é uma ferramenta
valiosa para a definicdo de parametros para processos de IPD. Foi possivel verificar que
a concentracdo implantada de fons Ag* varia com o tempo de processo e também com a
energia utilizada para acelerar os ions.

Dentre as amostras de Ti cp produzidas, as amostras Ag/Ti4 30, Ag/Ti4_45 e
Ag/Ti4_60 apresentaram indicios de acdo bactericida. Para a condicdo Ag/Ti4 45 a
verificacdo se deu tanto pelo teste de difusdo em agar, no qual houve discreta inibicéo do
crescimento de bactérias, quanto no tratamento de um efluente industrial liquido,
promovendo uma reducdo em torno de 27 % para a bactéria E. coli. As amostras de Ti cp
nas quais foram detectadas as maiores concentracdes de Ag*™ (Ag/Ti2_60 e Ag/Ti4_60)
foram avaliadas quanto a sua toxicidade em células humanas e nenhuma delas foi
prejudicial na adesdo e proliferacdo das células avaliadas.

A escolha dos pardmetros para obtencdo do biomaterial desejado deve levar em
consideracao que a combinacao “energia + concentracdo de ions” promove alteracfes na
topografia da superficie, que por sua vez influencia a molhabilidade e consequentemente
modifica a resposta dessa superficie na adesdo tanto de micro-organismos indesejados,

quanto de células humanas (capacidade de osteointegracédo). Sendo assim, a energia de 4
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keV com 45 min de implantacdo se mostra uma condi¢do promissora para implantar ions
Ag" em Ti cp para produzir materiais com potencial de aplicacdes na area biomédica
(implantes, pinos e placas de fixacao).

A avaliacdo biologica das amostras de AlISI 304 o tratamento apresentou-se como
uma alternativa para a inativacdo de S. enteritidis e L. monocytogenes, promovendo
reducdo de aproximadamente 70% num periodo de 24h de ensaio.

Com base nos resultados obtidos pode-se afirmar que a implantacdo i6nica a
baixas energias por IPD é um processo reprodutivel que permite um amplo controle dos
parametros de implantacdo que podem ser modificados conforme a necessidade. Essa
versatilidade permite que o processo seja aplicado em escala industrial, onde as condi¢des
de processo (energia, tempo, manuten¢do) o tornam economicamente viavel.

Finalmente, tendo em vista todos os pontos que devem ser considerados no
desenvolvimento de um produto, o presente trabalho oferece valiosa contribuicdo para a

industria de biomateriais.
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7 Sugestdes para trabalhos futuros

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Verificar a forma como a prata se encontra no substrato e se ha formacéo de
AgO;

Avaliar as amostras de titanio implantadas com energia 2 keV quanto a sua
atividade bactericida (tratamento do efluente);

Avaliar o comportamento das amostras com maior concentracédo de prata (2 e
4 keV) quanto a citotoxicidade, em tempos maiores do que 5 dias;

Obter concentracfes de prata mais altas e testar sua acdo bactericida e se ha
efeito tdxico para células humanas;

Testar a eficiéncia do tratamento na inibicdo da formacdo de biofilmes

bacterianos (Gram-positivos e Gram-negativos).
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