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Resumo

Este trabalho contempla o desenvolvimento de modifica¢des superficiais de telas poliméricas
comerciais de uso cirurgico com nanofilmes de DLC e prata, visando o melhoramento da
resposta do implante no organismo. O aumento da biointegragdo e a inser¢do de efeito
antimicrobiano acarreta na diminui¢do de reagdes adversas e consequentemente no sucesso do
implante, possibilitando também melhores resultados em individuos imunocomprometidos.
As telas de polipropileno sdo materiais de baixo custo utilizados na rede publica de satde, e
por ser um material hidrofobico e quimicamente inerte promove interagdes fracas com
células, sangue e tecidos, e reagdes adversas como inflamagao, coagulagao e reacao de corpo
estranho. O revestimento dos implantes pela técnica de magnetron sputtering permite alterar
suas caracteristicas superficiais como topografia, quimica, energia superficial ¢ molhabilidade
que sao diretamente relacionadas aos processos de adesdo, distribuicdo, proliferacdo e
diferenciagdo celular, sem comprometer suas propriedades estruturais. A inser¢ao de grupos
funcionais e o aumento da energia superficial das telas processadas pode auxiliar na
cicatrizagdo de feridas e no crescimento tecidual, levando a uma melhoria na biointegracao do
implante. Das andlises de AFM e MEV foi observado a dindmica de crescimento dos
nanofilmes na superficie das telas e suas respectivas diferencas topograficas. A variagao na
morfologia e distribui¢do de estruturas na superficie das telas estd diretamente relacionada
com a poténcia de descarga na deposicao dos nanofilmes. As ligagdes quimicas do material
foram verificadas por FT-IR e XPS, indicando o comprometimento das cadeias poliméricas
da tela e a variagdo na composi¢do dos grupos funcionais superficiais dependendo do
parametro de processo utilizado. Os parametros de deposicdo também modificam as
propriedades mecanicas da tela de polipropileno, principalmente para a tela de baixa
densidade. A colonizacdo de biofilmes bacterianos e fungico nas telas processadas nao
apresentou diferenga estatistica em relacao ao polimero puro, contudo, os resultados sugerem
uma menor infiltragcdo celular e degradacdo do substrato polimérico podendo evitar falhas e a
necessidade de remog¢ao do implante em ambientes bioldgicos. Os resultados mostraram que
os revestimentos de nanofilmes de DLC com alto teor de ligagdes sp’ reduz a colonizagio por
Staphylococcus aureus, microrganismo responsavel pelo maior numero de infecg¢des
protéticas (até 75%). Estudos de citotoxicidade mostraram elevada viabilidade celular tanto
para a tela de polipropileno sem processamento quanto para as amostras recobertas com

nanofilmes biocompativeis de DLC e prata.
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Abstract

This work contemplates the development of superficial modifications of commercial
polymeric meshes with DLC and silver nanofilms, aiming at improving the implant response
in the body. The increase of biointegration and insertion of antimicrobial effect lead to the
decrease in adverse reactions and consequently, to the implant success, also allowing better
results in immunocompromised individuals. Polypropylene meshes are low-cost materials
used in the public health network and for being a hydrophobic and chemically inert material
promote weak interactions with cells, blood and tissues, and adverse reactions like
inflammation, coagulation and foreign body reaction. The coating of implants by magnetron
sputtering technique allows a change in its surface characteristics, such as topography,
chemistry, surface energy and wettability that are directly related to the processes of adhesion,
distribution, proliferation and cellular differentiation, without compromising its estructural
properties. An insertion of functional groups and the increase of the surface energy of the
processed meshes can aid in wound healing and tissue growth, leading to an improvement in
implant biointegration. From the analysis of AFM and MEV, the dynamics of nanofilm
growth on the mesh surface and their topographic differences were observed. The variation in
the morphology and distribution of the structures on the mesh surface is directly related to the
discharge power in the deposition of nanofilms. The chemical bonds of the material were
obtained by FT-IR and XPS, indicating the compromise of the mesh polymeric chains and the
variation in the composition of surface functional groups depending on the process parameter
used. The deposition parameters also modify the mechanical properties of the polypropylene
mesh, especially for the low density meshes. The colonization of bacterial and fungal biofilms
on the processed meshes did not present statistical difference in relation to the pure polymer;
however, the results suggest a lower cell infiltration and degradation of the polymer substrate,
avoiding failures and the need for the removal of the implant in the biological environments.
The results showed that DLC nanofilm coatings with high sp’ binding content reduces
colonization by Staphylococcus aureus, a microorganism responsible for the highest number
of prosthetic infections (up to 75%). Cytotoxicity studies showed high cell viability both for
the unprocessed polypropylene mesh and for the samples coated with DLC and silver

biocompatible nanofilms.
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1 Introducao

O uso de materiais pela humanidade para substituir ou reparar alguma fun¢ao do corpo
remonta a antiguidade, onde materiais naturais eram usados na tentativa de substituir
estruturalmente tecidos danificados por doengas ou traumas. Os primeiros a desenvolver
conhecimento detalhado da anatomia humana e introduzir técnicas cirurgicas avancadas
foram os egipcios (1500 aC), seguidos pelos fenicios (900 aC) e os antigos gregos
(Hipocrates, 400 aC) [1].

Durante esse periodo foram registradas varias técnicas operacionais e dispositivos,
como as proteses de materiais naturais identificadas em uma escavagdo arqueoldgica nas
tumbas de Tebas Ocidental, e a escultura ilustrada de um operador que aparentemente realiza
uma circuncisdo ¢ uma reducdo de hérnia inguinal na tumba de Ankhmahor, apresentadas na

Figura 1 [1,2].

Figura 1. Protese de madeira e escultura de operagdo cirturgica encontradas em tumbas

egipcias [1,2].

O reparo da hérnia era precedido por medidas simples, como ligaduras ou cintas para
hérnia redutivel, e repouso, dieta, purgacdo e aplicagdo de agua fria para a hérnia
estrangulada. A medida que a civilizagio progrediu, surgiu a primeira protese de hérnia
composta por fios de prata tecidos em filigranas, porém, complicacdes graves, desconforto e
reabsor¢do de materiais levava a necessidade da busca por novos dispositivos [3].

Atualmente, inimeras proteses encontram-se disponiveis para cirurgia da parede abdominal,
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as quais podem ser classificadas nas categorias de telas sintéticas e biologicas.

As proéteses bioldgicas sao derivadas principalmente de tecidos humanos, porcinos ou
bovinos ricos em coldgeno. No caso das telas sintéticas, podem ser absorviveis (&cido
poliglicolico ou carboxilcelulose), ou permanentes (polipropileno, poliéster e
politetrafluoroetileno expandido), e recentemente telas multicamadas desenvolvidas com base
em telas sintéticas modificadas para obtengdo de diferentes propriedades de adesdo também
foram langadas no mercado [4]. O reparo da hérnia ¢ um dos procedimentos cirurgicos mais
comumente realizados em todo o mundo, com um mercado global de varios bilhdes de
doélares [5].

Os materiais em contato com tecido vivo para tratamento de doenga ou lesdao, que
promovem restauracdo da funcdo dos tecidos e 6rgdos do corpo sdao tradicionalmente
definidos como biomateriais [6]. Os biomateriais sdo utilizados em dispositivos médicos e
recentemente t€m alcancado alta sofisticagdo devido as novas tecnologias empregadas em sua
fabricagdo. A caracterizacdo micrométrica ¢ importante no caso de biomateriais para
substituicdo de tecidos e suportes para crescimento celular, uma vez que essas caracteristicas
sdo importantes para manipular a proliferagao e diferenciagdo celular na regido do tecido a ser
substituido [2].

Um material ao ser implantado no organismo ¢ reconhecido pelo corpo humano como
um material exdgeno causando uma reagcdo de corpo estranho com a formacdo de um
revestimento fibroso na interface [7]. A infeccdo protética estd entre as complicacdes mais
devastadoras para o paciente, ¢ uma vez dentro do organismo, as bactérias colonizam a
superficie do biomaterial e os tecidos adjacentes [8].

Nesse contexto, o tratamento a plasma pode resultar em mudangas de uma variedade
de caracteristicas de superficie sem alterar as propriedades de volume. A modificacdo de
superficies a plasma ¢ considerada uma forma econdmica e eficaz de processamento de
materiais, € cada vez mais vem sendo utilizada no campo biomédico [9].

Filmes finos depositados a plasma possuem muitas vantagens no revestimento de
biomateriais, ja que sdo aplicaveis a diferentes materiais (metais, polimeros, ceramicas e
compositos) e geometrias de amostras, tem facil preparagdo, ¢ uma técnica confidvel,
reprodutivel e relativamente barata, e podem ser ampliadas para a producao industrial [10].

Em vista disso, a tecnologia de deposicao a plasma foi utilizada para o revestimento de
biomateriais comerciais, telas sintéticas de polipropileno para correcdo de hérnias, com

nanofilmes de carbono amorfo e prata. A problematica relacionada ao uso das telas
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poliméricos de uso cirurgico e a solucao proposta por meio deste trabalho sdo discutidas a

seguir.

1.1 Motivacoes e Justificativas

O reparo de hérnias esta entre os procedimentos cirargicos mais realizados em todo o
mundo com até 20 milhdes de procedimentos realizados anualmente e estimativa de mercado

de USS$ 6,1 bilhdes até o ano 2020, como apresentado na grafico da Figura 2 [5].

China
15% Estados Unidos

21%

Japao

6% ~ Franca 3%
Alemanha 2%
— ltalia 3%

|- Espanha 1%

Reino Unido
India Brasil 2%
37% 10% 2020
$6.1bi

Figura 2. Estimativa para o Mercado Global de Dispositivos para Reparo de Hérnia até 2020.

Além disso, a crescente prevaléncia de cirurgias abdominais e comorbidades,
incluindo obesidade, levam a um risco aumentado de desenvolvimento e recorréncia de
hérnias na populagdo, por exemplo, das 4 milhdes de laparotomias realizadas anualmente
apenas nos EUA, até¢ 800.000 pacientes desenvolverao complicagdes na forma de hérnia
incisional [5].

O DATASUS [11] disponibiliza dados que podem servir para subsidiar analises
relevantes para a quantificagdo e avaliacdo das informagdes em saude no Brasil, no periodo de
2014 a 2016 foram registradas mais de 700.000 internagdes e 2000 obitos relacionados a
cirurgias de hérnias somente no sistema publico de satde, contabilizando gastos de 480
milhdes de reais. Os dados das interna¢des por hérnia no Sistema Unico de Saude (SUS) para

este periodo se encontram na Figura 3.
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Figura 3. Dados de internages por hérnias no Sistema Unico de Saude - SUS.

Mais de 90% das internagdes por hérnia necessitam de reparos com um material ou
dispositivo protético, e apesar dos inumeros produtos disponiveis no mercado, a tela de
polipropileno (PP) continua a ser o material mais popular na repara¢ao de hérnias por se tratar
de um material barato, de facil manuseio, flexivel e resistente a infec¢ao [12]. Devido ao seu
baixo custo e popularidade, a tela de polipropileno, mostrada na Figura 4, ¢ o dispositivo

protético utilizado pelo Sistema Unico de Saude.

Figura 4. Tela protésica Intracorp® para reparo cirtrgico de hérnias.

Apesar da tela de polipropileno ser a protese mais utilizada para o reparo cirurgico de
hérnias, provoca uma resposta inflamatéria cronica que leva a uma diminuicdo da
incorporacdo do tecido da parede abdominal, maior contragdo do material e formacdo de

cicatrizes, degradacdo da protese via oxidacdo modificando suas propriedades mecanicas e
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recorréncia [3].

Infecgdes relacionadas as telas para reparos de hérnias sao consideradas um desastre
cirtirgico e entre os possiveis caminhos para o progresso, abordagens cirrgicas criteriosas e
tecnologias inovadoras sdo vistas como cruciais neste campo desafiador [13]. Conforme
ilustrado na Figura 5, a comunidade de hérnia estd mostrando interesse crescente neste
campo, com um aumento continuo de relatorios publicados com diferentes estratégias visando

prevenir infec¢des dos implantes.

Citagdo/ano

2008 2010 2012 014 2016

Figura 5. Citagcdes de infeccdes de telas para reparo de hérnias por ano [13].

A capacidade de um implante realizar sua funcao in vivo prevista depende de muitos
fatores, incluindo sua composicao, propriedades mecanicas, topografia superficial, capacidade
de resistir a infec¢ao e colocacao cirtrgica adequada. Contudo, a resposta do hospedeiro, em
ultima analise, determina o sucesso/falha e a eficacia da protese no cenario clinico [14].

A problematica associada ao uso cirargico da tela de polipropileno comumente
utilizada para o reparo de hérnias, gera a necessidade da busca pelo aprimoraramento do
material com resposta inflamatéria minima visando a manutengdo da satde e bem estar dos

pacientes, bem como a diminui¢ao de gastos publicos relativos a sua utilizacao.

1.2 Objetivos

Este trabalho tem como objetivo principal a investigagdo da modificagao superficial de

telas cirargicas de polipropileno por filmes finos de prata e carbono tipo diamante (diamond



20

like carbon - DLC). Para isso, alguns objetivos especificos foram delineados:

(1) Deposic¢ado de filmes finos de DLC e prata em telas comerciais de polipropileno
através da técnica de magnetron sputtering;

(2) Caracterizagao fisico-quimica dos filmes depositados com énfase em
propriedades de superficie;

3) Caracterizagao mecanica das telas poliméricas processadas;

(4) Estudos bioldgicos de citotoxidade e adesdao microbiana in vitro.

1.3 Organizac¢ao do trabalho

Neste primeiro capitulo foram apresentadas as consideragdes iniciais do trabalho, as
respectivas motivagdes e objetivos delineados. No segundo capitulo encontra-se a revisao
bibliografica em que sdo abordados os topicos necessarios para a melhor compreensao do
trabalho. As principais discussdes relacionam-se ao uso de telas sintéticas na reparagao de
hérnias, a utilizagdo da prata e do carbono tipo diamante (Diamond like carbon — DLC) na
medicina e técnicas de modificacao superficial por deposi¢cdo a plasma para revestimento de
biomateriais.

No terceiro capitulo sdo apresentados os materiais ¢ métodos necessarios para o
desenvolvimento da pesquisa, o aparato experimental, os parametros de deposi¢ao utilizados
no processo, as técnicas de caracterizagdo realizadas para as analises dos filmes finos e as
metodologias empregadas nos ensaios biologicos.

No quarto capitulo sdo discutidos os resultados obtidos fundamentados nas
caracterizagOes fisico-quimicas, mecanica e bioldgicas das amostras, € no quinto capitulo sao
apresentadas as conclusdes alcangadas.

No sexto capitulo se encontra a proposicao para trabalhos futuros e no capitulo sete as

referéncias bibliograficas utilizadas para o desenvolvimento do trabalho.
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2 Revisao Bibliografica

Neste capitulo s3o apresentados os tOpicos necessdrios para o estudo e
desenvolvimento do trabalho, que vao das telas sintéticas para o reparo de hérnia comecando
com uma descri¢ao da anatomia e do surgimento da doenga, para os materiais disponiveis no
mercado, com destaque para as telas de polipropileno, e as complicacdes associadas a
implantacao de dispositivos médicos no organismo. Seguido de uma breve discussdo sobre a
utiliza¢ao da prata e do DLC na medicina e das tecnologias de revestimento de biomateriais

utilizadas atualmente, com enfoque nas vantagens e aplicagdes do processamento a plasma.

2.1 Tela sintética para reparo de hérnias

A hérnia ¢ uma protrusao de um tecido/6rgao ou parte dele através de uma area
debilitada na membrana da cavidade que o envolve, como resultado de trauma ou cirurgias de
incisdo. Também pode resultar de varias condi¢des patologicas, como defeitos congénitos da
membrana, pressao intra-abdominal excessivamente alta como resultado de obesidade, ascite,
esforco devido a hipertrofia prostatica benigna ou constipacdo, gravidez e doengas
pulmonares em conjunto com tosse cronica [15].

Outros fatores que predispdoem ao desenvolvimento de um defeito fascial incluem
tabagismo (interrup¢ao da producao de coldgeno), problemas nutricionais, uso de esterdides e
envelhecimento [16]. Também ¢ uma complicagdo comum de cirurgias abdominais,
ocorrendo em 2% a 35% das laparotomias, apresentando niimero consideravel de pacientes
com estrangulamento intestinal (2%) e encarceramento (6-15%), causando morbidade e
mortalidade significativas [17].

O desenvolvimento de uma infec¢do na ferida pds-operatéria aumenta o risco de
herniagcdo em cinco vezes, onde quase 30% dos pacientes que desenvolvem uma infec¢do da
ferida incisional pods-operatoria desenvolverao eventualmente uma hérnia incidivel [16, 18].
As hérnias mais comuns sdo classificadas como inguinal, ventral, incisional, femoral,
umbilical, hiatal e epigéstrica, sendo as hérnias inguinais representantes de quase dois tercos

de todos os procedimentos de hérnia da parede abdominal [19].
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A parede abdominal consiste em multiplas camadas constituidas de pele, gordura
subcutanea e fascia de Scarpa, musculo externo obliquo, musculo interno obliquo, musculo
abdominal transverso, musculo abdominal reto, fascia transversal e peritoneo [5]. Esses
grupos musculares conferem ao abdomen forga mecanica e elasticidade suficientes para
suportar as pressoes geradas pelos orgdos internos [20]. Uma representacdo detalhada da

parede abdominal e seus componentes ¢ mostrada abaixo na Figura 6.

Musculo abdominal reto  Muasculo externo obliquo

Pel N — __ Gordura
¢ — . - >~ subcutanea
. . Fascia de Scarpa
Linha alba —

>, %/. Mdusculo interno
\ obliquo
. Musculo abdominal

Veia e ar'('éna Fascia transversal transverso
epigastrica Peritdneo

Figura 6. Representacao detalhada da parede abdominal humana e seus componentes.

Adaptado de [20].

Os procedimentos cirargicos desenvolvidos para reparar patologias da parede
abdominal, como hérnias, evoluiram nas ultimas décadas. Os métodos tradicionais, como a
autoplastia e reparo de sutura, foram gradualmente substituidos por implantes prostéticos que
conseguem uma reducdo significativa na incidéncia de recorréncia da hérnia [21].
Atualmente, estima-se que mais de 90% das operagdes de hérnia envolvam a colocacdo de
uma protese, seja laparoscopicamente ou usando técnica aberta [22, 23].

Telas para reparo de hérnias sdo materiais implantados no organismo para reforgar a
parede abdominal com a formagao de tecido cicatricial, e ao longo dos anos, diferentes tipos
de telas disponiveis cresceram tremendamente [12]. O uso da tela polimérica foi descrito pela
primeira vez por Usher em 1958, mas popularizado por Liechtenstein cerca de 30 anos depois
[24].

Os requisitos basicos de um material para o reparo de hérnia foram descritos nos anos
1950, e desde entdo, os esforcos de pesquisa t€ém como objetivo projetar e desenvolver o
material prostético ideal. A tela ideal deve induzir adesdes e reagdes inflamatorias minimas,
boa vascularizacdo, boa incorporacao de tecido, estabilidade em contato com fluidos
corporais, resisténcia a esterilizagdo, ser quimicamente inerte, nao cancerigena ou alergénica e

ser resistente a infeccao [4, 5, 12].
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Estas caracteristicas estdo ligadas ndo somente a escolha do material mas também a
estrutura do implante, onde relativamente poucos polimeros sao utilizados para a fabricagao
de telas cirurgicas mas grande variedade de conformagdes téxteis podem ser encontradas.
Essas caracteristicas, evidenciadas na Figura 7, estdo relacionas com as propriedades
mecanicas e as interagdes do material em ambiente bioldgico, influenciando o desempenho

final do implante [4].

Figura 7. Propriedades ligadas ao desempenho das telas cirargicas. Adaptado de [4].

A tela de polipropileno ¢ a protese sintética mais comumente utilizada no mundo,
devido ao seu baixo custo, sua flexibilidade, estimulacdo do crescimento celular, resposta
inflamatéria satisfatoria e facilidade de manuseio [12]. As fibras de polipropileno
semicristalino sdo extrudadas e, em seguida, tecidas em malhas mono ou multifilamento, e
sdo resistentes a muitos solventes quimicos, bases e acidos. No entanto, a tela de
polipropileno apresenta degradagdo in vivo, onde as ligagcdes C-H sdo rompidas criando um
radical livre que se liga ao oxigénio ocorrendo cisdo e/ou reticulagdo do polimero,
aumentando a rigidez e contragdo da tela, o que pode resultar em recorréncia da hérnia [25].

Coda et al. [26] propuseram um sistema de classificacdo de proteses poliméricas
usadas para reparo de hérnia com base no peso do biomaterial. O peso da tela depende do

polimero e da quantidade de material usado, em que as telas com peso por unidade de area
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superior a 140 g/m? sdo definidas como sendo de alta densidade, telas com peso por unidade
de 4rea na faixa de 35-70 g/m” sdo definidas como de baixa densidade e telas com peso por
unidade de 4rea na faixa de 70-140 g/m” sdo definidas como telas padrio.

As telas de polipropileno de alta densidade possuem fibras mais espessas e alta
resisténcia a tragdo, e foram identificadas em estudos in vivo por induzir uma intensa reagao
de corpo estranho e formagdo de aderéncias quando em contato com conteudos intra-
abdominais [27, 28]. A resisténcia a tragdo necessaria para suportar a pressao abdominal
maxima ¢ apenas um décimo da resisténcia a tracao das telas comerciais, e esperava-se que as
melhores telas fossem aquelas feitas de um material muito forte e capaz de induzir a maior
fibrose [12].

Porém, uma intensa reacao fibrotica leva a restrigdo de movimentos ¢ dor aos
pacientes, e para contornar este problema a area de superficie da tela tinha que ser reduzida,
levando ao proximo passo na evolugao da tela de polipropileno com a introdugdo de telas de
baixa densidade. Esse tipo de tela foi comercializado pela primeira vez em 1998 como Vypro,
reduzindo a reacdo fibrotica ao material mas mantendo for¢a de tragdo suficiente para
suportar as pressdes intra-abdominais maximas, além de promover uma melhor resposta
tecidual [9, 25].

Alternativas a tela de polipropileno foram introduzidas ao longo dos anos como o
politetrafluoroetileno expandido (ePTFE), telas sintéticas absorviveis como a tela Vicryl
macroporosa, BioA (W.L. Gore & Associates) e TIGR mesh (Novus Scientific), compostas
por polimeros degradaveis (como acido polilactico e 4cido poliglicdlico). Apesar da vantagem
de uma resposta menos agressiva, a reagao de corpo estranho ndo ¢ eliminada e complicagdes
como recorréncia, infec¢do e formagao de adesdo persistem; levando ao surgimento de telas
sintéticas revestidas e telas bioldgicas (implantes constituidos de tecidos porcinos, bovinos ou
cadavéricos) [12, 23].

Para o revestimento das telas comerciais sintéticas sao utilizados diferentes materiais
como colageno, titdnio, acido hialuroénico, carbonato de prata, diacetato de clorexidina, &cido
graxo omega-3 e outros polimeros degradaveis. Alguns revestimentos sao aplicados nas fibras
individuais da tela, e outros sdo aplicados somente no lado visceral para evitar aderéncias.
Embora os revestimentos possam reduzir a resposta inflamatoria inicial, a estabilidade pode
ser importante para o sucesso a longo prazo, porém, evidéncias clinicas mostraram que alguns
dos revestimentos sdo instaveis ao longo do tempo e desintegram-se, deixando o polimero

subjacente suscetivel a degradagao [25].
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Na Figura 8 sdo mostrados dois exemplos de telas revestidas disponiveis no mercado,
como a Gore DualMesh Plus (W.L. Gore & Associates), composta por duas superficies de
ePTFE revestidas com carbonato de prata e diacetato de clorexidina, e a tela de polipropileno
de baixa densidade revestida com titanio TiMesh (Biomet, Inc.). Embora inimeros pacientes
tenham se beneficiado de cada um desses materiais, nenhum deles produziu um resultado
superior para todos os tipos de hérnias, e dada a existéncia de inimeras telas disponiveis no
mercado, criou-se um desafio para muitos cirurgidoes em selecionar a melhor protese. O
tamanho do defeito, localizacao, comorbidades do paciente, presenga de contaminagao, € 0
histérico de reparos prévios com ou sem uma protese pesam na abordagem de reparo final

[29].

Gore® DualMesh® Plus

Figura 8. Design de telas comerciais Gore DualMesh Plus e TiMesh [25].

O uso de telas sintéticas e ndo sintéticas projetadas para o reparo de hérnias nao esta
completamente isento de complicagdes. No entanto, as medidas de sucesso podem ser
igualmente ambiguas, onde o design do implante continua a ser um desafio critico para o
reparo bem sucedido e a prevencao de hérnias recorrentes, e apesar do progresso significativo,
nao existe uma tela ideal e economicamente acessivel para todas as cirurgias [4, 29].

As propriedades mecanicas sao parametros importantes a serem considerados ao se
determinar a adequacdo de uma determinada tela para uma situagdo clinica especifica, ja que
para cada implante disponivel no mercado ha uma combinagdo tnica de sua conformagao
textil, que depende do processo de fabricagdo, e da matéria-prima utilizada [30]. Dentre essas
propriedades estdo o limite de resisténcia a tracdo (oyrs), limite de escoamento (o.), modulo
de elasticidade (E), modulo de resiliéncia (U;), moédulo de tenacidade (U;), deformacgao
maxima (&max) € ductilidade (% El).

As caracteristicas mecanicas acima mencionadas permitem avaliar a

biocompatibilidade mecanica da tela, que esta diretamente relacionada a sua integracdo com o
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tecido nativo circundante. Poucas orientagdes sdo dadas na literatura sobre os requisitos
mecanicos das telas para a cirurgia da parede abdominal. A primeira consideracdo em muitos
estudos sobre as propriedades mecanicas das telas se concentram principalmente na
resisténcia das proteses sob carga fisiologica [31, 32]. Em que o valor de referéncia
corresponde a uma forga de cerca de 16 N/cm exercida no abdomen para adultos jovens e
saudaveis em repouso, a carga maxima na virilha também ¢ estimada em 16 N/cm por causa
da anatomia esférica [33].

Pesquisadores determinaram a for¢a méaxima aplicada na parede abdominal apos a
cirurgia de reparo da hérnia como 22 N/cm na direcao craniana/caudal e 32 N/cm na diregao
lateral [34, 35]. Deeken et al. [36] mostraram que o estresse na direcdo transversal pode
atingir niveis de 47,8 N/cm em homens obesos com grande circunferéncia abdominal.

A resisténcia a tracdo superiores a 100 N/cm de muitas telas sintéticas convencionais
sdo desproporcionais € ndo sdo necessarias para uma reparagdo efetiva, visto que ao atingir
uma resisténcia a tracdo de pelo menos 32 N/cm j4 seria suficiente para aplicacdo intra-
abdominal [37]. Na Figura 9, constam os valores de resisténcias a tracao de algumas telas
convencionais disponiveis no mercado em relagdo a resisténcia de 32 N/cm que ¢ considerada

suficiente para o sucesso do refor¢o mecanico pelo implante.

Resisténcia a tragio (N/cm)

Figura 9. Comparagao da resisténcia a tracao de diferentes telas comerciais. A linha vermelha
indica a for¢a de tracdo minima exigida pela tela para sustentar o reparo da hérnia (32 N/cm).

Adaptado de [38].
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Mesmo que uma malha possa suportar facilmente a tensao devido a pressao fisioldgica
exercida na parede abdominal, ¢ relatado que uma grande tensdo de tragdo ¢ capaz de induzir
uma modificagdo no comportamento mecanico de malha, levando a um possivel desconforto
ou dor aos pacientes [39]. Por essa razao, uma avaliagdo biomecanica nao pode ser limitada

exclusivamente a comparacgao de valores de resisténcia a tragao.

2.2 Resposta imunoldgica associada ao uso de biomateriais

Embora as propriedades fisicas ¢ mecanicas de um biomaterial no momento da
implantacdo sejam importantes por razdes Obvias, essas propriedades sdao igualmente
importantes a longo prazo, especialmente para implantes destinados a permanecerem in situ.
Neste caso, a resposta imune do hospedeiro pode degradar, destruir, encapsular ou alterar a
composi¢ao do biomaterial ao longo do tempo, resultando em mudangas na forma e nas
propriedades mecanicas do proprio material. Dessa forma, ndo somente as propriedades do
biomaterial determinam o seu desempenho, mas também a resposta do hospedeiro ao longo
do tempo [40].

Os biomateriais podem promover processos inflamatorios que levam a reagdo de corpo
estranho, formagao de cicatrizes e processos inflamatorios cronicos [41-43]. O grau em que os
mecanismos homeostaticos sdo perturbados, as condigdes fisiopatoldgicas criadas e a
resolucdo da resposta inflamatéria podem ser consideradas uma medida da reacdo do
hospedeiro [44].

Imediatamente apds a implantacdo de um biomaterial em ambiente bioldgico, ¢
iniciada a ativacdo do sistema imune e a adsor¢do superficial de proteinas de baixo peso
molecular, geralmente anticorpos envolvidos em mecanismos de defesa fisioldogica como
albuminas e imunoglobulinas. A adsor¢do de proteinas a uma superficie ¢ um processo
altamente complexo e dinamico, e ao longo do tempo, as proteinas inicialmente adsorvidas
sao deslocadas por outras maiores € menos moveis, apresentando uma afinidade mais
pronunciada com a superficie do material [45].

Esse fenomeno é comumente conhecido como efeito Vroman [14, 45], e no final desse
processo uma camada de proteinas e matriz extracelular cobre a superficie do biomaterial,
comumente referida como camada de condicionamento, mediando as interagdes com o

sangue, tecidos, fixagao e diferenciacao celular, e adesao bacteriana [46].
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A resposta inflamatoéria estd envolvida no processo de cicatrizagdo e compreende uma
fase aguda inicial e uma fase cronica subsequente, onde em poucos minutos de implantagao
ocorre resposta celular predominante por neutréfilos na interface biomaterial na tentativa de
neutralizar o corpo estranho [44]. A resposta por neutréfilos atinge um pico dentro de 48-72
horas apds a implantacao, e além de eliminar agentes patogé€nicos que possam estar presentes
no local do tratamento, desempenham papel importante na iniciagdo da formagao do tecido de
granulacdo e no estabelecimento de gradientes de sinalizagdo que atraem e ativam outros
componentes do sistema imune inato [47].

Como resultado dos gradientes de sinalizagdo estabelecidos pelos neutrofilos, a
resposta imune transita para um infiltrado dominante de macrofagos substituindo lentamente
os neutrofilos acumulados na interface do biomaterial. Apesar da fagocitose destas células ser
ineficiente em degradar a protese, a presenca dos macréfagos e polimorfonucleares produzem
metabolitos ativos de oxigénio que em niveis elevados podem ter efeitos negativos como
lesdo tecidual e complicagdes devido a reagdo inflamatoria excessiva [48, 49]. Além de
enzimas, os macréfagos ativados produzem citocinas, que t€ém a fun¢ao de modular outras
células na resposta inflamatoria.

O estagio final da reagdao de corpo estranho envolve o encapsulamento da protese por
uma membrana fibrosa de at¢ 200 um de espessura, impedindo sua interagdo com o tecido
circundante podendo levar a falha do dispositivo implantado [44]. Muitos grupos de pesquisa
tém se concentrado na modificacdo da composicao, superficie, estrutura ou morfologia do
biomaterial para reduzir a espessura da capsula e/ou melhorar a angiogénese [50].

A colocacgao in vivo de dispositivos médicos requer injecao, inser¢do ou implantacao
cirtirgica causando lesdo tecidual associada, em estudo Béllon et al. [5S1] apontaram que o
comportamento da protese nas primeiras horas pode refletir na possivel integragdo a longo
prazo de diferentes tipos de tela aos tecidos. A forma e topografia da protese implantada
determinam a composi¢ao final da reagdo tecidual, que consiste basicamente da migracao e
ativacdo de macrofagos, proliferagdo de fibroblastos, deposicido de colageno e
neovascularizacgao [52].

A resposta inflamatoéria, cicatrizagdo e reagcdo de corpo estranho fornecem a base para
determinar a biocompatibilidade do dispositivo, que pode ser definida como a capacidade de
um material executar aplicacao especifica com resposta apropriada do hospedeiro [53]. A
avaliacdo da biocompatibilidade relaciona as propriedades do material com o desempenho, e ¢
considerada uma medida da magnitude e duracdo das alteragdes adversas nos mecanismos

homeostaticos que determinam a resposta do hospedeiro [54].
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2.3 Infecoes associadas ao uso de biomateriais

Infecgdes associadas ao uso de biomateriais continua a ser um grande desafio clinico
ndo resolvido e um fardo econdmico significativo, uma vez que aproximadamente 70% das
infeccdes nosocomiais estdo associadas a dispositivos médicos implantados [55]. As
consequéncias médicas comuns dessas infecgdes incluem necrose do tecido, infecg¢des
sistémicas, cirurgias multiplas, custos médicos disparados, mau funcionamento do dispositivo
e morte [56].

As abordagens clinicas para este desafio sdo multifatoriais, envolvendo técnicas
cirtrgicas, protocolos, instalagdes de salas de operagdes, procedimentos hospitalares pré e
pos-cirurgicos, projetos de dispositivos, € inovagdes antimicrobianas. Embora essas
abordagens demonstrem alguma métrica na eficacia da redugao do risco de infecgao, todos os
dispositivos atuais, incluindo aqueles com tecnologias antimicrobianas, permanecem
suscetiveis a infeccoes [57].

Geralmente, as infecgdes relacionadas a dispositivos médicos ocorre em dois estagios,
interacao rapida e reversivel dos microorganismos na superficie mediadas por fatores fisico-
quimicos e adesdao irreversivel dos microorganismos mediada por fatores celulares e
moleculares [58, 59]. A aderéncia bacteriana bem sucedida e persistente a um implante
permite a colonizacdo e a subsequente formagdo de comunidades complexas de
microorganismos sésseis fortemente ligados ao substrato, conhecido como biofilme [60, 61].

Os microrganismos tém a capacidade de aderir as superficies incluindo as de materiais
inertes, polimeros sintéticos e dispositivos médicos residentes, o que leva a colonizagdo e
desenvolvimento de biofilmes, além disso, o desprendimento celular de biofilmes maduros
leva a disseminagdo e transmissao da infeccao [62, 63]. O ambiente bioldgico que envolve o
biomaterial também pode favorecer a aderéncia bacteriana, em que a camada de
condicionamento que se forma na superficie do implante facilita a adesdo bacteriana ao
material, aumentando o risco de infec¢ao protética e afetando o processo de cicatrizagdo [8,
57].

Os macrofagos hospedeiros respondem naturalmente ao trauma da ferida associado a
colocagdao do implante, limpando detritos e microrganismos do local por fagocitose. A
proliferagao de patogenos internalizados dentro das células inflamatorias do hospedeiro pela
absor¢ao de macrofagos de cepas bacterianas oferece protecao contra antibioticos e o sistema

\

imune do hospedeiro [64]. A vasculariza¢ao reduzida devido a colocagdo de uma protese



30

também diminui o transporte de antibidticos para o local do implante [65, 66].

Biofilmes sdo colonias organizadas de microrganismos aderidos a uma superficie e
embebidas por uma matriz de substancias poliméricas extracelulares que protegem as células

individuais de fatores hostis, como limitacdes de nutrientes, sistema imunologico e agentes

antibacterianos [67]. O ciclo de vida do biofilme estd ilustrado na Figura 10.

Interagoes hidrofébicas
Interagbes lénicas

Interagdes especificas (adesinas)

Adesdo Adesao
inicial

. . Acumulagdo
irreversivel

Maturagdo Dispersdo Recolonizagdo

Figura 10. Ciclo de vida de biofilmes inclui trés fases principais: aderéncia, acumulacao e
dispersdo. A aderéncia pode ser definida em trés subfases: (1) translocagdo para o substrato
superficial, (2) adesao reversivel inicial e (3) adesdo irreversivel envolvendo adesinas
especificas do local. O estagio final consiste na dispersao de células para a colonizag¢ao de

novas superficies. Adaptado de [64].

Dentro do biofilme, as bactérias sofrem uma série de modificagdes fenotipicas [61],

conferindo ao biofilme ainda mais resisténcia, que pode ser entre 10 e 1000 vezes maior do
que a demonstrada por células planctonicas [68, 69]. Consequentemente, as infeccdes
protéticas associadas a biofilmes sdo particularmente dificeis de erradicar e geralmente requer
a remocgao do implante infectado e o desbridamento completo do local do implante [70].
Os tipos de microrganismos infecciosos cultivados em dispositivos implantados sao
altamente diversificados, havendo maior frequéncia de bactérias comensais muitas vezes
provenientes do hospedeiro, que oportunamente formam biofilmes em implantes [71]. A

S
bactérias Gram-positivas, incluindo Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis,
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estdo localizadas em cerca de 90% de todos os dispositivos médicos implantados [72-75].
Outros organismos Gram-negativos comuns incluem Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis e Proteus vulgaris [76, 77], e biofilmes flngicos,
especialmente Candida albicans, que demostraram capacidade em inibir a penetracao de
fluconazol [78].

A classificacdo de bactérias em Gram-positivas ou Gram-negativas esta relacionada
com as diferencas na arquitetura da parede celular. A parede celular Gram-positiva consiste
de uma camada espessa de peptideoglicanos (~ 30 nm), enquanto a parede celular da Gram-
negativa apresenta estrutura e composi¢ao mais complexa consistindo em peptideoglicanos (~
10 nm), proteinas, lipopolissacarideos e fosfolipideos, podendo ser infec¢des mais dificeis de
erradicar [79].

Em geral, biofilmes sdo constituidos por multiplas espécies que dao origem a uma
gama de infecgdes cronicas dificeis de erradicar, afetando a qualidade de vida dos pacientes e
as taxas de mortalidade [80]. Os pacientes idosos € imunocomprometidos apresentam maior
risco de adquirir infecgdes associadas a biofilmes [81]. O aumento da utilizacao de proteses e
o uso generalizado de antibioticos levou a complicagdes associadas ao aumento da patogénese
de células produtoras de biofilmes e do risco de infec¢des causadas por microrganismos
resistentes a farmacos, onde as cepas que apresentam resisténcia a medicamentos estdo
associadas a 60% das infec¢des de dispositivos médicos implantados [82-84].

No caso de intervengdes cirugicas relativas a hérnias, as infecgdes da protese em
operacdes abertas sdo estimadas em 2% a 4% para o reparo da hérnia inguinal e 6% a 10%
para o reparo da hérnia incisional [85]. Para os procedimentos de reparo da hérnia incisional
laparoscopica, essa incidéncia cai para 3,6% [86, 87]. Em geral, a prevaléncia da infec¢ao por
biomateriais ¢ maior na hérnia incisional, geralmente muito mais complexa do que a hérnia
inguinal [8].

O design das telas protéticas desempenha um papel fundamental na aderéncia
bacteriana [88-90], em que quanto mais complexa a sua estrutura, maior o risco do
biomaterial ser colonizado por microrganismos [91]. Em circunstancias ideais a tela
implantada se incorpora nos tecidos circundantes através da infiltracao fibrosa [92], no
entanto, foi sugerido que todas as telas t€ém o potencial de se infectar, onde o tipo de protese
nao afeta necessariamente no surgimento de uma infecgdo protética mas sim na necessidade
de explantacao do material [93].

O risco de infecgdes causadas pela formacao de biofilmes microbianos na superficie

das telas utilizadas no reparo da hérnia da parede abdominal compreende uma ampla faixa,
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relatada em até 10% dependendo do tipo da tela e técnica cirirgica utilizada [93, 94]. Nestes
casos, a remocao da malha ¢ frequentemente defendida, uma vez que o tratamento tradicional
com agentes antimicrobianos ¢ frequentemente mal sucedido [95]. As caracteristicas mais

representativas das telas em relagdo a colonizacao bacteriana estao resumidas na Figura 11.

Tipo de Tela Materiais mais representativos Susceptibilidade a colonizacéio
Sintéticas Alto risco de adesdo nos nos da tela
Nao absorvivel Multifilamento> Monofilamento
Reticular (monofilamento, (PP, PE, PVDF) PE> PP, PVDF
multifilamento) Absorvivel Absorvivel> Nao absorvivel
(PLA, PGA, TMC) Componentes hidrofilicos aumentam
o risco de adesdo bacteriana
Nao absorvivel Microporoso> Nao poroso
Laminar (microporosa, (PTFE, ePTFE) Ampla superficie propensa a ser
nao porosa) Absorvivel colonizada por bactérias
(TMC) Uso ndo frequente
Material de integracao:
ndo absorvivel (PP, PE) Ampla superficie propensa a ser
Compésitas Barreira: ndo absorvivel (PTFE, colonizada por bactérias
P ePTFE)
Absorvivel Barreira absorvivel> Nao absorvivel
(PEG, HA, PDS, celulose, PCG)
Bioléicas Uso controverso em campos
g contaminados/falta de consenso
Reticulada (alogénica, ) . ) A reticulagdo pode aumentar a adesdo
xenogénica) Coléageno, degradagdo lenta da matriz bacteriana
Nao reticulada (alogénica, Colageno, degradagao rapida da As metaloproteases bacterianas aumentam
xenogénica) matriz a degradacao

ePTFE = politetrafluoroetileno expandido; HA = acido hialurénico; PDS = polidioxanona; PE = poliéster; PEG
= poli (etilenoglicol); PGA = poli (acido glicolico); PGC = poliglecaprone; PLA = poli (acido latico); PP =
polipropileno; PTFE = politetrafluoroetileno; PVDF = fluoreto de polivinilideno, TMC = carbonato de
trimetileno.

Figura 11. Classificagdo dos materiais mais relevantes utilizados no reparo de defeitos da

parede abdominal e sua suscetibilidade a contaminacao bacteriana [8].

Apesar de diferentes abordagens preventivas e procedimentos de higiene mais
rigorosos, infecgdes nosocomiais sao dificeis de evitar inteiramente, e portanto, estratégias
para prevenir a adesdo de agentes patogénicos devem ser procuradas. Uma maneira
promissora que ganhou destaque progressivamente ao longo dos anos para combater
infeccdes relacionadas a implantes, € a utilizacao de biomateriais antimicrobianos [61].

Poucos dispositivos clinicos aprovados pelas agéncias reguladoras foram

originalmente projetados para transportar drogas ou propriedades antimicrobianas, no entanto,
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as tentativas atuais de adicionar beneficios antimicrobianos as classes de dispositivos
existentes nem sempre sao simples e efetivas [96]. Os revestimentos usados para bloquear a
conexdo microbiana também interferem no recrutamento de células hospedeiras e na
integracdo do implante, onde as modificagdes topologicas podem alterar as propriedades
mecanicas da protese [8]. As telas de uso cirtrgico comercializadas com propriedades

antimicrobianas estio especificadas na Tabela 1.

Tabela 1. Telas cirurgicas antimicrobianas comercializadas [57].

Produto Fabricante Agentes
GORE® MYCROMESH® PLUS G Carbonato de prata e
ore
GORE® DUALMESH® PLUS diacetato de clorexidina
™ Minociclina e
AIGISrx TyRx, Pharma, Inc. ' o

rifampicina

FEG Textiltechnik FEX Gentamina

As pesquisas de dispositivos antimicrobianos muitas vezes sao realizadas com ensaios
simples in vitro e reivindicagdes exageradas de eficacia, possuindo pouca relevancia para
condi¢gdes operacionais in vivo e pouca confiabilidade preditiva [96]. Em muitos casos, os
dados clinicos existentes para melhorar o desempenho dos implantes antimicrobianos sao
inconclusivos ou contraditérios, existindo uma necessidade clinica urgente para desenvolver
materiais biomédicos duradouros ou dispositivos com superficies antibiofilmes. Os desafios
de biocompatibilidade para diversos contextos clinicos de dispositivos médicos implantaveis,
sao ainda mais complicados quando propriedades antimicrobianas de superficie sao

adicionadas ao biomaterial [57].

2.4 Revestimento de biomateriais

Na tentativa de diminuir as reagdes de corpo estranho e mitigar infec¢des associadas
aos dispositivos 1implantados, uma variedade de revestimentos biocompativeis e
antimicrobianos evoluiram drasticamente nos ultimos dois anos. As tecnologias iniciais eram
focadas em revestimentos a base de difusdo de antibioticos, oferecendo efeito antimicrobiano
a curto prazo, ja as tecnologias recentes buscam revestimentos com atividade antimicrobiana

mais duradoura [97].
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Os revestimentos contendo antibioticos ou medicamentos antifungicos t€ém potencial
para causar toxicidades a longo prazo e levar ao desenvolvimento de microrganismos
resistentes aos medicamentos [98]. Com o objetivo de ampliar a duracdo da liberacdo e
melhorar o carregamento dos farmacos, muitos revestimentos comegaram a incorporar
porcdes de alta afinidade, como a ciclodextrina (CD), que permitem o encapsulamento de
farmacos hidrofobicos através da formacao de um complexo de inclusdao de farmacos [99].

Alternativamente, outra abordagem com o desenvolvimento de revestimentos
metalicos [100-104] e baseados em polimeros [105-108], mostrou potencial para aplicagdes
mais duradouras e a vantagem de possuir propriedades antibacterianas e antifungicas sem o
uso de drogas, reduzindo o risco do desenvolvimento de cepas resistentes aos medicamentos.

Muitos revestimentos a base de polimeros foram desenvolvidos com o uso de
diferentes sais de amonio quaterndrio e polimeros cationicos, que agem através da interrupgao
da membrana bacteriana usando cargas cationicas ou por interagdes hidrofébicas repelindo a
adesao de bactérias [109-113].

Os revestimentos metalicos envolvendo a lixiviagdo de ions foram desenvolvidos com
nanoparticulas de prata, titdnio, zinco e cobre [114-118], porém, a principal limitagao desses
revestimentos € que eles precisam liberar uma concentracao de ions metalicos que seja efetiva
para erradicar os microrganismos € suficientemente baixa para evitar toxicidades [103].

Grande variedade de revestimentos antimicrobianos pode ser utilizada para
dispositivos médicos, € embora cada um tenha suas vantagens, nenhum deles ¢
completamente eficaz para todas as aplicacdes. Muitas das tecnologias sdo relativamente
novas, sendo necessario intensificar pesquisas para o melhoramento desses revestimentos e,
além disso, a grande maioria sé foi testada em configuracdes in vitro, necessitando realizar
estudos em modelos in vivo e eventualmente ensaios clinicos para que, em ultima instancia,
possam ser implementados em uma configuragdo clinica. A medida que as mudangas de
legislacdo estdo colocando maior énfase na prevencdo de infec¢des, a necessidade de
revestimentos antimicrobianos de longa duragdo continuara a se tornar mais prevalente [97].

A capacidade de produzir revestimentos nanoestruturados com maior nivel de design e
complexidade ¢ ainda um desafio importante no desenvolvimento de novas aplicacdes em
dispositivos. O desenvolvimento de técnicas econdmicas e sustentaveis de fabricacdo em
grande escala e producao de filmes finos funcionais de alta qualidade com nanoarquitetura
controlavel sdo fundamentais. Para a fabricagdo de materiais e dispositivos em nanoescala
duas abordagens sdo mais utilizadas, de cima para baixo (top-down) e de baixo para cima

(bottom-up) [119, 120].
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A abordagem top-down geralmente usa métodos tradicionais com uso de ferramentas
controladas para cortar ¢ moldar materiais na estrutura desejada. Existe uma gama de
processos que podem ser usados para produzir filmes nanoestruturados, sendo os avancos
mais significativos referentes aos métodos fisicos como diferentes técnicas litograficas [121],
e a combinacdo de métodos fisicos e quimicos para impressao de padrao [122-125],
entretanto, tais técnicas apresentam fortes limitagdes quanto ao escalonamento em aplicagdes
praticas [126].

As abordagens bottom-up, em contraste, referem-se a producao de materiais dtomo a
atomo ou molécula a molécula, e a fabricacdo de filmes finos ¢ realizada em grande maioria a
partir de técnicas quimicas, como processos sol-gel [127, 128], precipitagdo quimica [129,
130] e deposi¢ao quimica em fase vapor (Chemical Vapor Deposition - CVD) [120]. No
entanto, para a producdo de revestimentos finos e ultrafinos de compostos organicos e
elementos inorganicos a deposi¢do CVD e PVD (Physical Vapor Deposition — PVD) sdo
preferencialmente empregadas [9].

Na area da saude, as técnicas assistidas a plasma sao utilizadas de maneira bastante
diversificada, com aplicagdo em higiene hospitalar [131], limpeza/esterilizagao [132, 133],
tratamento antifungico [134], tratamento dentario [135, 136], doencas da pele [137], feridas
cronicas [138], tratamentos estéticos [139], geradores de 0zdénio [140] e engenharia de tecidos
e cultura celular [141].

Sistemas de deposi¢do tipo magnetron sputtering para deposi¢ao de filmes finos sao
baseados na técnica PVD de pulverizacao catddica (sputtering), em que o plasma se encontra
confinado entre os eletrodos, devido a presenca de um campo magnético formado por um
conjunto de imas permanentes posicionados atrds do alvo que serd bombardeado [142]. A
Figura 12 mostra o desenho esquematico do processo de deposi¢do por magnetron sputtering,
em que os ions provenientes da descarga elétrica colidem com o alvo do qual sdo ejetados
atomos que atravessam o plasma e se condensam sobre um substrato [141].

Esta técnica permite excelente controle da taxa de deposi¢do, menor contaminacao,
uniformidade e adesdo dos filmes mesmo em grandes areas. Somadas com as inimeras
vantagens da deposicao de filmes finos a plasma, dentre elas, facil preparacdo, aplicavel a
diferentes materiais ¢ geometrias de amostras, boa adesao, superficies estéreis e excelentes
barreiras de permeabilidade com baixo nivel de lixiviacdo, sendo uma técnica confidvel,
reprodutivel, relativamente barata e com possibilidade de ampliacdo para a produgdo

industrial [10].
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Figura 12. Desenho esquematico do processo de deposicdo por magnetron sputtering.

O processo de crescimento de filmes finos pode ser resumido como um processo
estatistico de nucleagdo, crescimento controlado por difusdo superficial dos nucleos
tridimensionais, formag¢ao de uma estrutura de rede e seu subsequente preenchimento para
formacao de um filme continuo. Historicamente, os filmes finos t€ém sido usados ha mais de
meio século na fabricacao de dispositivos eletronicos, revestimentos Opticos, revestimentos de
ferramentas e pecas decorativas [143].

Outro parametro relacionado a deposicao de filmes finos por pulverizagdo catddica ¢
denominado rendimento de sputtering, que consiste no nimero de atomos desalojados da
superficie do alvo por ion de bombardeamento e depende da massa do ion, da energia com
que ele chega na superficie do alvo, e evidentemente do material que o alvo ¢ constituido. O
grafico do redimento de sputtering em fungao da energia do ion de argonio para o carbono e
diferentes metais ¢ mostrado na Figura 13.

O rendimento de sputtering da prata (em preto) e outros metais (demais cores), em
relagdo ao carbono (em vermelho) ¢ consideravelmente maior, podendo ser até¢ 8 vezes
superior em relagdo ao carbono.

A deposi¢do de filmes finos na superficie de biomateriais aumenta a
multifuncionalidade do dispositivo sem que haja comprometimento de suas propriedades de
volume (bulk), e permite a producdo de caracteristicas desejadas para determinada

necessidade médica [9].
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Figura 13. Rendimento de sputtering do carbono em relacao a diferentes metais [144].

As propriedades de bulk sao determinadas pela composicao atdmica e ligacao
interatdmica, que resultam em um conjunto de caracteristicas mecanicas, quimicas, elétricas,
acusticas, oOpticas e magnéticas do material. Destacam-se as propriedades mecanicas como
modulo de elasticidade, modulo de compressao, fadiga, viscoelasticidade e cisalhamento, que
sdo caracteristicas importantes para determinar a sua utilizagdo no corpo, por exemplo, para
substituicdo Ossea e proteses [145].

Ja as propriedades de superficie regem as interagdes que ocorrem na interface com o
meio circundante. Para biomateriais implantados, uma das principais propriedades de
superficie ¢ a biocompatibilidade, que se refere a varias caracteristicas do biomaterial que
conduz a aceitacdo pelo corpo, tal como auséncia de respostas trombogénicas, toxicas ou
inflamatérias a curto prazo, e auséncia de efeitos carcinogénicos, mutagénicos ou
teratogénicos a longo prazo [7, 18].

A variacao quimica da superficie pode modificar a compatibilidade do tecido in vivo,
onde a espécie, densidade e composi¢cdo dos grupos funcionais de superficie desempenham um
papel importante no controle de reagdes protéicas, celulares e teciduais dos materiais
implantados (Tabela 2) [146]. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para definir as interagcdes

entre a funcionalidade da superficie e a resposta do organismo, de modo a auxiliar no
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desenvolvimento de superficies adaptadas molecularmente para melhorar a fungdo e seguranca

de muitos dispositivos médicos.

Tabela 2. Efeito dos grupos funcionais superficiais na resposta bioldgica [146].

Grupo Funcional

Resposta Biolégica

Interagao preferencial com fibronectina e albumina

-COOH Aumenta a absor¢ao de nanoparticulas
Hidrofilico Atenua respostas inflamatoérias
Reduz a formacao de capsulas fibroticas in vivo
- Reduz a afinidade de proteinas plasmaticas
' ' Melhora a diferenciagdo e a mineraliza¢do de osteoblastos
Hidrofilico ‘ ' ‘
Capsula fibrética com altos niveis de infiltragdo celular in vivo
Liga-se ao fibrinogénio levando ao acumulo de plaquetas
Conduz a formacgao de capsulas fibréticas espessas
CH Alto recrutamento de células inflamatorias in vivo
-CH3
' _ Aumento da adesdo de leucocitos e migragdo de fagocitos
Hidrofobico

Baixa hemocompatibilidade
Adsorcao de proteinas em conformagdes desfavoraveis para

interacoes celulares desejadas

O desenvolvimento proeminente de abordagens nanotecnologicas visando prevenir,

controlar e tratar infecgdes de dispositivos biomédicos sao limitadas pela sua complexidade e

elevados custos, surgindo a necessidade do desenvolvimento de alternativas mais econdmicas,

ndo toxicas, biocompativeis e que apresentem efeito contra amplo espectro microbioldgico

para estabelecer novos padrdes no tratamento e prevencao de biofilmes patogénicos [67].

2.5 Prata na medicina

O uso medicinal da prata como agente antimicrobiano tem sido empregado por varios

milénios, onde a sua utilizagdo era baseada no folclore ou tradigdo, com aplicagdo mais antiga

na desinfeccdo e armazenamento de agua. A partir da década de 1970, solucdes de prata a
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0,5% e cremes de sulfadiazina de prata comecaram a ser extensivamente aplicados em
queimaduras [147].

Atualmente, o uso medicinal da prata se estende além de cuidados de queimaduras ou
curativos de feridas. As investigacdes vigentes indicam que o uso de ions de prata, prata
metalica e nanoparticulas de prata podem ser explorados na medicina para o tratamento de
queimaduras, materiais dentarios, dispositivos médicos, medicamentos, tecidos, tratamento de
agua, filtros, protetor solar, cosméticos, confeccdo de roupas e etc [148, 149]. Nao existe
composto utilizado na pratica médica contemporanea com uma historia tdo longa como a
prata [150].

A eficacia antimicrobiana dos nanocompdsitos de prata foi investigada por muitos
pesquisadores [151-156] e seu potencial efetivo contra ampla gama de microrganismos foi
comprovado, incluindo bactérias resistentes a antibidticos. Devido ao sucesso em seu uso,
nanocompositos de prata sao também denominados como a nova geragao de antimicrobianos,
possuindo atividade antibacteriana [157, 158], antifungica [159], antiinflamatéria [160],
antiviral [161], antiangiogénica [162] e anticancerigena [163, 164].

Tais propriedades indicam o impacto benéfico da nanoprata na saude humana,
entretanto, alguns estudos indicam que a atividade bioldgica das nanoparticulas de prata pode
ser prejudicial devido ao tamanho reduzido, tornando-as altamente dispersaveis tanto no
corpo humano quanto no meio ambiente [165, 166].

Revestimentos contendo nanoparticulas podem ser obtidos usando diferentes métodos
biologicos, quimicos e fisicos, incluindo processos a plasma [152, 167]. Os quais podem
sofrer diversas transformagdes entre o momento da sintese e o contato com receptores
celulares ou ambientais, tais como adsor¢do, oxidacdo, dissolugdo ou agregacao,
influenciando sua biodisponibilidade, bioacumulagao, transporte e toxicidade [151, 168].

A lenta dissolugao oxidativa por oxigénio molecular e protons [169-171], reacdes com
espécies de enxofre reduzidas ou cloreto [172-176], adsor¢do de polimeros [177], matéria
organica natural [177-179] ou proteinas [180, 181], pode levar ao aumenta da atividade
biologica com a presenga de ions livres ou complexos soltveis [182, 183] ou a reducao com a
formacao de sulfeto de prata [184] em relacao a particula inicial.

O uso generalizado de nanoparticulas de prata (Ag-NPs) em produtos médicos e de
consumo fornece forte motivagao para uma avalia¢ao cuidadosa de seus riscos ambientais € a
saude [168], sendo necessario considerar o equilibrio entre os efeitos positivos desses

produtos e os riscos potencialmente toxicos [167]. Devido a ampla gama de aplicagdes da
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nanoprata, diversas rotas de exposi¢dao sao exploradas, incluindo ingestdo, inalacao, contato
dérmico, aplicacao na superficie da ferida e implantagao de dispositivos médicos [168].

Sabe-se que a administracao prolongada por ingestdao oral ou inalacdo pode levar a
uma série de problemas de saude, desde a argiria, disturbio permanente causado pela
deposicao de prata nos microvasos da pele, até o acumulo de prata no figado e no rim [153,
166]. Logo, a principal problematica do uso de Ag-NPs em biomateriais consiste na
toxicidade ndo somente para as células dos microrganismos, mas também para as células
humanas.

Apesar da toxicidade das nanoparticulas de prata para as células de mamiferos ser
consideravelmente menor em comparacdo com as concentragdes eficazes antibacterianas
[166], a caracterizagdo fisico-quimica do nanomaterial ¢ essencial na avaliagdo do seu
potencial citotéxico e na reprodutibilidade de dados [154]. Bem como a compreencao das
alteragdes celulares induzidas a niveis ndo genomico, gendmico e epigenético pode respaldar
0 uso seguro e a longo prazo de Ag-NPs em varios campos [185].

Embora a prata e seus derivados ja estejam em uso clinico, evidéncias de sérios
problemas de saude e alta toxicidade sao raras [153], contudo, a sua aplicagao em dispositivos
médicos deve ser realizada com cautela, uma vez que foi demonstrada que a toxicidade ¢
dependente da concentragdo, tamanho da particula e duracdo da exposi¢cdo [185, 186]. A
quantidade de nanomateriais adicionados aos dispositivos polimeros também pode ser
relevante para o ndo comprometimento de suas propriedades fisicas [186].

Burd et al. [187] estudaram a citotoxicidade de cinco curativos disponiveis
comercialmente no mercado contendo nanoparticulas de prata (ActicoatTM, Aquacel® Ag,
Espuma Contreet®, PolyMem® Silver e Urgotul®SSD) e descobriram que trés dos curativos
apresentavam efeitos citotoxicos em culturas de queratindcitos e fibroblastos.

Albers et al. [188] relataram que a concentragao inibitéria minima antibacteriana para
Staphylococcus epidermidis eram citotoxicas para células de osteoblastos e osteoclastos. Ja
Ahamed et al. [189] examinaram a resposta de Ag-NPs sem revestimento e revestidas com
polissacarideos em células-tronco e fibroblastos de camundongos, mostrando maiores danos
ao DNA para as amostras revestidas devido a menor aglomeragdo das nanoparticulas.

Fatores referentes a composi¢ao, tamanho, forma e concentragdo de nanoparticulas de
prata também influenciam na sua ag¢do antimicrobiana [190]. A analise detalhada da literatura
mostra interpretagdes conflitantes da eficacia dos nanocompostos de prata contra diversas
cepas bacterianas, visto que a prata em diferentes formulacdes exibem atividade

antimicrobiana variavel [185].
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Hetrick et al. [191] mostraram forte atividade antibacteriana de materiais que liberam
prata na forma oxidada, agindo como reservatérios de prata capazes de liberar fons Ag" por
longos periodos. No estudo de Yin et al. [192], foi constatado que a inibicdo do crescimento
celular podem ser diretamente atribuidos as nanoparticulas ou a capacidade de dissolugao de
Ag + a receptores bioticos criticos.

A atividade de Ag-NPs com tamanhos menores que 10 nm ¢ devida principalmente a
propria nanoparticula, enquanto que para aqueles maiores que 10 nm o mecanismo
predominante ocorre através dos ions de prata. Desta forma, o intervalo preciso de tamanho
em que Ag-NPs tém efeitos antimicrobianos ainda estd para ser determinado [155]. Apesar
disso, considera-se que nanoparticulas com tamanhos entre 1-10 nm interagem
preferencialmente com bactérias devido a alta penetragao de particulas [193].

A suscetibilidade a agentes antibacterianos também ¢ influenciada por diferengas entre
as espécies bacterianas, as paredes celulares das espécies Gram-positivas contém 3 a 20 vezes
mais peptidoglicanos que as bactérias Gram-negativas. Uma vez que os peptidoglicanos sao
carregados negativamente, podem se ligar aos fons Ag e consequentemente, as bactérias
Gram-positivas sdo geralmente menos suscetiveis a agentes antibacterianos oxidados do que
as espécies Gram-negativas [194].

Outro estudo estabeleceu a eficacia de 50 ppb de Ag™ contra células planctonicas de
Staphylococcus epidermidis, no entanto tal concentragdo se mostrou insuficiente para células
sésseis [195]. Muitos agentes antimicrobianos eficazes contra células planctonicas se mostram
ineficazes contra as mesmas bactérias que crescem em um biofilme [196, 197]. Além disso, as
nanopratas, sdo frequentemente insoliveis em solugcdo aquosa e tendem a aglomerar-se em
certos meios, como o caldo nutriente [198].

A difusao de nanoparticulas no biofilme exibe uma relagdo inversa entre efetividade e
tamanho, onde nanoparticulas acima de 50 nm ndo sdo capazes de penetrar no biofilme
devido aos coeficientes de autodifusdo. Ademais, nanoparticulas carregadas ndo se difundem
facilmente através do biofilme, provavelmente devido a presenga dos grupos fosfoérico e
carboxilico que confere a superficie celular um carater eletronegativo [155].

Bjarnsholt et al. [199] estudaram a ag¢dao de sulfadiazina de prata em biofilmes
maduros de P. aeruginosa, onde concentracdes de 5-10 pg/mL erradicaram o biofilme, e
concentragdes menores que 1 pg/mL ndo apresentaram efeito. A concentracao necessaria para
erradicag¢dao do biofilme foi de até 100 vezes maior em relagao a bactérias planctonicas, como

~ + q- ~ , . . .. . ,
altas concentracdes de Ag livre sdo necessarias para um efeito bactericida contra biofilmes, ¢
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crucial ndo sacrificar quaisquer aspectos de cito/biocompatibilidade do material para manter
uma ag¢ao antimicrobiana eficaz [200].

A prata ¢ também conhecida pela alta afinidade por macromoléculas biologicas, onde
a presenca de uma camada de condicionamento devido a implantagdo do material pode,
portanto, inativar qualquer ion metalico liberado [201]. Consequentemente, a quantidade de
ions disponiveis durante um periodo de tempo deve ser suficiente para exceder a perda
relacionada a ligagdes proteicas.

Estudos de propriedades antimicrobianas de nanomateriais sdo frequentemente
fundamentados em ensaios de difusdo por serem relativamente economicos, de facil
realizagdo e comumente utilizados para avaliagdo de antibioticos, que sdo moléculas soluveis
com impurezas minimas [202]. A realizacao de ensaios de atividade antimicrobiana em meios
a base de agar dificulta a capacidade das nanoparticulas de prata de liberar ions e, portanto,
induzir efeito antimicrobiano [202]. E em comparagdo com os antibidticos, as propriedades
dos nanomateriais sdo menos consistentes, com variagdes significativas entre lotes em termos
de distribuicao de tamanho de particula, bioatividade, pureza e quimica de superficie [198,
203].

Numerosos estudos nao levam em conta as propriedades fisico-quimicas dos
nanomateriais, fator determinante para a reprodutibilidade, entendimento das propriedades
antimicrobianas e padronizacao de ensaios para fins regulatorios [202]. E a analise estatistica
¢ constantemente limitada as zonas de inibi¢do como evidéncia conclusiva do potencial
antimicrobiano sem considerar impurezas, revestimentos, processos concorrentes ou outros
mecanismos de interagao [204-206].

Além disso, métodos quimicos de sintese de nanoparticulas que utilizam agentes
redutores toxicos, como nitrato, citrato, borohidreto ou outros compostos organicos, podem
contribuir para a atividade antimicrobiana devido a produtos residuais ndo reagidos [152,
202]. Xiu et al. [207] relataram pela primeira vez ndo observar nenhum efeito antimicrobiano
direto da nanoprata. J4 Sheehy et al. [202] constataram que a nanoprata revestida e purificada
apresenta atividade antimicrobiana minima em comparag¢do a prata idnica e nanoparticulas
nao purificadas.

Apesar disso, ainda existem relatos emergentes que apresentam atividade
antimicrobiana de nanoparticulas de prata sem considerar a presenca potencial de diferentes
espécimes ou impurezas, reafirmando a necessidade da caracterizagdao fisico-quimica do

material antes de avaliar quaisquer propriedades antimicrobianas [203].
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Embora o mecanismo antimicrobiano de ions de prata, nanoparticulas e
nanocompositos a base de prata ndo tenha sido completamente elucidado, foi admitido o
modo de acdo multinivel sobre diversas estruturas celulares e processos metabolicos como

exemplificado na Figura 14 [153].
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Figura 14. Mecanismos de interagcdo da prata nanométrica em células procarioticas [156].

Foi proposto que a prata em diferentes formas atua combinando-se com enzimas vitais
e proteinas localizadas na parede celular e no citoplasma afetando a respiragdo celular e o
transporte de ions através da membrana, resultando no colapso do gradiente de protons e do
metabolismo celular [151, 154]. Para restaurar o gradiente de prétons, ¢ desencadeado um
processo respiratorio descontrolado gerando radicais superoxido ou hidroxila. Onde o estresse
oxidativo gerado pela formacao de espécies reativas de oxigénio provoca danos significativos
as estruturas celulares [154].

A ligacao da prata a parede celular e membrana citoplasmatica se d4 por atracao
eletrostatica e afinidade por proteinas com os grupos tiol, alterando sua funcionalidade e
permeabilidade, atingindo o interior das células [152, 155]. Conjuntamente, a interagdo com
grupos fosfatos presentes no DNA interferem na replicagdo do material genético, impedindo

sua proliferacao e finalmente resultando na apoptose celular [154].



44

A promessa de nanoparticulas e nanocompostos de prata como novos antimicrobianos
emergentes ¢, sem duvida, uma perspectiva estimulante, com beneficios significativos e
potencial comercial, levando ao surgimento de intimeros produtos de consumo que

reivindicam propriedades antimicrobianas derivadas da nano-prata [202].

2.6 Carbono tipo diamante (DLC)

O carbono tipo diamante, do inglés diamond-like carbon (DLC), ¢ uma classe de
materiais composta por formas metaestaveis de carbono amorfo com uma fragao significativa
de ligagdes do tipo sp® e sp’. Apresenta uma ampla gama de estruturas de ligagdo atémica e
propriedades dependendo do método de preparacao [208].

Desde o desenvolvimento dos revestimentos de DLC, sua elevada resisténcia ao
desgaste e a corrosdo conduziram pesquisas para a implementagdo no corpo humano.
Diversos trabalhos indicaram um excelente desempenho de tribocorrosdo com baixa
toxicidade, proporcionando uma superficie propicia para o crescimento celular [209].

Os revestimentos de DLC também mostraram resultados promissores como material
hemocompativel [210-213] e biocompativel [214-217], favorecendo o crescimento de
fibroblastos, osteoblastos e macrofagos, sem inflamagdo e citotoxicidade. Essas investigacdes
levaram a aplicacdo do biomaterial a ser uma alternativa promissora para os dispositivos
médicos atuais [218], podendo ser encontrados em varias aplicagcdes biomédicas, tais como
stents arteriais, agulhas de cirurgia oftalmologica, lentes de contato, aplicacdes ortopédicas,
odontoldgicas entre outras [219-223].

Uma variedade de métodos ¢ utilizada na deposi¢cdo de filmes finos de DLC, sendo
CVD (Chemical Vapor Deposition) ¢ PVD (Physical Vapor Deposition) as técnicas mais
comuns [209]. Seu mecanismo de crescimento ¢ amplamente compreendido em termos da
subimplantacdo dos ions de carbono incidentes, em que um ion com baixa energia nao
consegue penetrar a superficie permanecendo no seu estado de energia mais baixo (sp?), e
para uma energia maior o ion tem uma probabilidade de penetrar intersticialmente
aumentando a densidade local. Consequentemente, o bombardeamento i6nico durante o
crescimento do filme vai ditar as ligacdes atomicas presentes se ajustando as mudangas na
densidade local, sendo mais sp” se a densidade for baixa e mais sp> se a densidade for alta
[208]. Na Figura 15 estdo ilustradas as estruturas dos materiais correspondentes as ligacoes

entre os atomos de carbono.
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Yang et al. [224] mostraram que o nimero de plaquetas ativadas pode ser controlado
pela energia i6nica correspondente aos parametros de deposi¢do. Da mesma forma,
Nagashima et al. [225] demonstraram que o tratamento com plasma de oxigénio, a superficie
do DLC torna-se mais rugosa e hidrofilica diminuindo a adesdo de plaquetas e, portanto a
trombogenicidade. As ligagdes duplas do carbono, como as ligagdes sp’, também podem ser
benéficas para a remogdo de radicais superoxido (O,”) gerados naturalmente no organismo
quando neutrofilos e células imunes atacam agentes patogénicos causando danos aos tecidos,

acidentes vasculares cerebrais e cancer [226].
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Figura 15. Ligagdes quimicas dos materiais carbonosos € suas respectivas estruturas [227].

Para aplicagdes ortopédicas foi demonstrado a influéncia da rugosidade superficial
onde superficies mais asperas promovem falhas preliminares do revestimento [209]. No
entanto, uma questdo séria sobre a utilizacdo de filmes finos de DLC para aplicagdes
biomédicas permanece, como a adesdo in vivo a longo prazo. Os resultados negativos dos
ensaios clinicos possivelmente sdo causados pela delaminagdo do revestimento ou pelas
caracteristicas inerentes do filme de DLC, contudo, o material deve ser cuidadosamente
caracterizado, ja que sem a determinagdo de suas propriedades fisico-quimicas a maior parte

dos testes in vitro € in vivo dos biomateriais podem levar a resultados controversos [218, 228].
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3 Materiais e Métodos

Neste capitulo sdo apresentados os equipamentos e materiais utilizados, bem como as
metodologias de deposic¢ao de filmes finos efetuadas. Para alcangar os objetivos propostos, a
metodologia de execucdao do trabalho ¢ direcionada a trés topicos, detalhados a seguir. Na
primeira parte sao apresentados o sistema de deposi¢ao e seus componentes, a segunda parte
trata dos substratos utilizados e na terceira parte ¢ descrita a metodologia de deposicao de

filmes finos e os parametros de processo aplicados.

3.1 Sistema de deposicao

A deposicao de filmes finos foi realizada via pulverizacao catddica, do inglés Physical
Vapor Deposition - PVD, utilizando o sistema de deposicdo Magnetron Sputtering instalado
no Centro de Ciéncia e Tecnologia de Plasmas e Materiais (PlasMat) do Departamento de
Fisica do Instituto Tecnologico de Aeronautica. Na Figura 16 ¢ mostrada uma visdo geral do

sistema de deposicao e seus principais componentes.
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Figura 16. Sistema de deposigao de filmes finos do PlasMat-ITA.
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O sistema de inje¢ao de gases ¢ formado por quatro linhas de gases com alta pureza
99,99% (Ar, O,, N, e CHy), valvulas pneumaticas, medidor e controlador de fluxo de massa
(MKS 1159B).

A camara de processos ¢ confeccionada em aco inoxidavel no formato cilindrico com
550 mm de diametro e 300 mm de comprimento. Possui dois catodos magnetron refrigerados
a agua, conjunto de imas permanentes alojados internamente gerando um campo magnético
maximo de 500 G - fabricante Edwards Vaccum. Cada catodo magnetron comporta dois alvos
de 100 mm de diametro.

A amostra ¢ colocada no porta-substrato, alocado em frente aos magnetrons de modo

que se possa rotacionar a amostra. Na Figura 17 ¢ mostrado o arranjo interno do reator.

A
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Figura 17. Camara de deposicao de filmes finos.

O sistema de vacuo ¢ composto por uma bomba mecanica (Edwards modelo E2M-18)
utilizada para pré-vacuo, e uma bomba turbo-molecular (Edwards modelo EXT351)
conectadas em série. A pressao de trabalho na camara de processos ¢ controlada por uma
valvula do tipo gaveta e monitorada por medidores de pressao do tipo Pirani (Edwards) para
pré vacuo (até 10° Torr), ¢ do tipo Catodo Frio (APGX — Edwards), para vacuo secundario
(107 a 10 Torr). O sistema de acionamento das bombas ¢ leitura da pressio ¢ automatizado.

A conexao elétrica do reator, ¢ feita através de cabos coaxiais BNC ligados a duas

fontes de poténcia independentes DC Advanced Energy (MDX-1K) a qual permite aplicar
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poténcias de at¢ 1000 W e corrente de 1,0 A. O desenho esquematico do processo de

deposicao dos nanofilmes ¢ mostrado na Figura 18.
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Figura 18. Desenho esquematico do processo de deposi¢do para a) nanofilmes de prata e b)

nanofilmes de DLC.

3.2 Substratos

Os filmes finos foram depositados em substratos poliméricos de interesse médico
detalhados na Tabela 3, e em laminas de silicio para medida da espessura e estudo da taxa de

deposicao.

Tabela 3. Detalhamento dos substratos utilizados na deposi¢ao dos filmes finos.

Substrato Espessura
Lamina de silicio 0,525 £ 0,025 mm
Folha de Polipropileno 1,0+ 0,1 mm
Tela Protésica Intracorp® 0,53 £ 0,02 mm
Tela Protésica baixa densidade 0,41 £0,02 mm

3.3 Parametros de deposiciao

Os filmes de carbono tipo diamente (DLC) e prata foram depositados pela técnica de
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magnetron sputtering seguindo duas metodologias distintas; nas quais foram utilizados os
seguintes parametros de deposicao:

— Pressio de fundo (Py) = (8,0 + 0,5) x 10 Torr

— Pressdo de trabalho (P,) = (3,0 + 0,3) x 10~ Torr

— Fluxo de argonio (Ar) = (20,0 = 0,2) sccm

— Distancia alvo substrato (d,s) = (120 = 5) mm

— Temperatura ( °C) = sem aquecimento externo

Para a poténcia aplicada ao alvo de grafite foram escolhidas poténcias maiores que as
aplicadas ao alvo de prata para compensar o baixo rendimento de sputtering do carbono em
relagdo a prata.

METODOLOGIA 1 - Deposicao de filmes de DLC em laminas de silicio para estudo

da taxa de deposigao:

Amostra Poténcia (W) Tempo (min)
C100 100 5, 10, 20, 40, 60
C200 200 5, 10, 20, 40, 60
C300 300 5, 10, 20, 40, 60

Para a deposi¢cdo de DLC nos substratos poliméricos de interesse médico foi escolhido
o menor tempo de deposicao estudado, visando reduzir ao maximo a quantidade de material
utilizado e o tempo de processo.

METODOLOGIA 2 - Deposi¢ao de filmes finos de prata em laminas de silicio para

estudo da taxa de deposicao:

Amostra | Poténcia (W) | Tempo (min)

A3 3 1,5, 10,20
AS 5 1,5, 10,20
A7 7 1,5, 10,20

Para a deposicao de prata nos substratos poliméricos de interesse médico foi utilizado
o mesmo critério de escolha do DLC, levando em consideracao também que as espessuras dos

filmes finos fosse mantida no mesmo intervalo de até 20 nm para os parametros escolhidos.
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Neste capitulo sdo apresentadas as técnicas de caracterizacdo empregadas na analise

dos filmes finos depositados, bem como os objetivos da analise e os detalhes dos

equipamentos utilizados na Tabela 4.

Tabela 4. Detalhamento das técnicas de caracterizagao realizadas.

Detalhes do
Técnica de Caracterizacao Objetivo da analise Laboratoério
equipamento
Espessura e taxa de KLA-Tencor P-7 PlasMat -
Perfilometria mecanica .
deposicao stylus ITA
Molhabilidade e energia PlasMat -
Goniometria Ramé-Hart, 100-00
de superficie ITA
Microscopia de For¢ca Atomica Morfologia e STM 9000 PlasMat -
(AFM) rugosidade Shimadzu ITA
Microscopia eletronica de Tescan Mira3 LM
Morfologia LAS - INPE
varredura (MEV) FEG
Microscopia eletronica de
Analise do biofilme HITACHI TM3000 [EAvV
varredura (MEV)
Espectroscopia de raios X por LME -
] ) Mapeamento elementar JEM 2100F
dispersdo em energia (EDS) LNNano
Espectrometria de emissao optica Spectro,
com plasma Quantificacao da prata | modelo Arcos com IQ - USP
(ICP OES) visao radial (SOP)
Espectroscopia de Infravermelho
) ) ) Spectrum One
com Transformada de Fourier Analise quimica AQI -TAE
PerkinElmer
(FT-IR)
Espectroscopia por fotoelétrons Kratos Axis Ultra
' ‘ Analise quimica LAS-UFBA
excitados de raios X (XPS) DLD
Propriedades adesivas e NST — Nano Anton Paar
Teste de riscamento -Scratch test
coesivas Scratch Tester Switzerland
Ensaio mecanico Propriedades mecanicas | EMIC-DL-200 MF | ICT - UNESP
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A espessura dos filmes finos depositados sobre laminas de silicio foi avaliada por
perfilometria mecanica em fungdo da poténcia aplicada ao alvo e do tempo de deposicao.
Foram feitas 5 medi¢des ao longo da lamina das amostras de filmes finos de DLC e prata. A
perfilometria mecanica ¢ utilizada para quantificar a variacao de alturas a partir de uma ponta
de alta sensibilidade que percorre a superficie do material medindo o perfil de superficie
[229].

O estudo da molhabilidade e da energia de superficie das amostras foi realizado a
partir do angulo de contato utilizando o modelo de dois liquidos, sendo um polar (agua
deionizada) e outro apolar (diiodometano). Foram feitas cinco medigdes do angulo de
contanto na superficie do polimero por amostra. A goniometria ¢ uma técnica quantitativa em
que por intermédio da medi¢ao do angulo de contato (0) pode ser estudada a interagdo entre
uma superficie e um determinado liquido. O angulo de contato ¢ determinado pelo equilibrio
estatico entre as tensoes de interface liquido-sélido (yrs), solido-vapor (ysv) e liquido-vapor

(yLv), como mostrado na Figura 19.

Vv

0
< [ YLS> l

Figura 19. Defini¢ao do angulo de contato entre uma gota e uma superficie plana e horizontal.

Esta relagao de equilibrio ¢ conhecida como Equagdo de Young [230]:

Ysv =YLs + YLv.cosO (1)

A partir da medi¢ao do angulo de contato de um liquido em uma superficie € possivel
avaliar a molhabilidade e a capacidade de espalhamento de um liquido sobre a superficie. A
obten¢do de um angulo de contato inferior a 90° ¢ indicativo de alta molhabilidade e bom
trabalho de adesao termodinamica, sendo considerado superficies hidrofilicas. Por outro lado,
quando 0 ¢ maior que 90°, o trabalho de adesao liquido-sélido ¢ menor e a gota assume forma
mais esférica, indicando uma superficie hidrofobica.

Com base nas medidas do angulo de contato, também ¢ possivel determinar a energia
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da superficie de um solido. Segundo a teoria de Fowkes [231] as for¢as intermoleculares que
mais contribuem para energia livre de uma superficie sdo as componetes dispersivas (y%), que
inclui forcas de dispersdao de London, (London—van der Waals), de orientacdao (Keesom—van
der Waals), de indug¢do (Debye—van der Waals) e de Lifshitz—van der Waals (LW); e os
componentes polares (y°), que abrange ligagdes de hidrogénio e componentes acido/base da
superficie.

Um modelo de energia livre superficial amplamente empregado ¢ o de Owens-Wendt,

o qual divide a energia livre em forgas polares e dispersivas (eq. 2) necessitando o uso de dois
. ~ . . - L, d
liquidos com tensdes superficiais conhecidas para determinagdo das incognitas y°s ¢ y's da

equacao 3 [232].

v's= Yds +v°s (2)

172 172

Yov (1 +cos) =2 (Y'sy'tn) * +2 (Ys"in) ()

Para analisar o perfil da superficie e os parametros de rugosidade dos filmes
depositados, foram realizadas analises por AFM das amostras. As analises foram feitas nas
folhas de polipropileno utilizando o modo de contato intermitente, a partir de imagens 2D em
areas de (4x4) um e (2x2) um e do perfil 3D em area de (15x15) um. O diferencial desta
analise consiste na visualizacdo tridimensional das amostras que fornece as variacdes do
relevo da superficie. Para andlise comparativa das medidas de rugosidade das amostras foram
utilizadas a média aritmética das alturas maximas do perfil de rugosidade (Rz) e a rugosidade
quadratica média (Rms).

A Microscopia de Forca Atomica (Atomic Force Microscopy - AFM) ¢ uma técnica
capaz de fornecer uma imagem e propriedades relacionadas a superficie do material estudado.
Durante a analise, ceramicas piezoelétricas sao acionadas para movimentacdo da amostra
fazendo com que a ponta de prova percorra a superficie com precisdo da ordem de
Angstroms. Essa movimentacao leva a uma variagao nas forcas reponsaveis pelas interagdes
interatdmicas entre a ponta e a superficie do material fazendo com que o “cantilever” sofra
deformacdes, defletindo o feixe do laser incidente que € posteriormente computado para a
confecgao da imagem [233].

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) consiste na irradiagdo da amostra com

elétrons causando a emissao de elétrons retroespalhados, elétrons secundarios e de raios X. A
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formagdo da imagem se da pelos detectores de elétrons secundarios e retroespalhados, e os
detectores de raios X, microsondas de EDS (Energy dispersive X-ray detector), saos usados
mais especificamente para analise da composi¢do quimica de microregides da amostra. A
técnica de microscopia eletronica ¢ uma das principais ferramentas disponiveis para o estudo
da morfologia e estruturas superficiais de materiais [234].

A quantificagdo da concentracdo de prata no filme foi feita por Espectrometria de
Emissdo Optica com Plasma (ICP OES). A ionizagio da prata foi feita por plasma de argdnio
no liquido atomizado, apds a digestdo da amostra em acido nitrico (HNO3). Para realizar a
quantificagdo foi utilizada a curva de calibragdo mais baixa do equipamento na linha de
emissao da prata (328.068 nm). A Espectrometria de emissao optica com plasma (Inductively
Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry - ICP OES) ¢ uma técnica analitica utilizada
para quantificacdo de elementos a partir da detec¢ao da radiacao eletromagnética emitida por
atomos neutros ou ions excitados nas regides do espectro eletromagnético visivel e
ultravioleta. A ionizacdo dos elementos a serem analisados ¢ feita por plasma de argonio, que
pode ter temperatura de 7000-10000 K, tendo energia suficiente para promover a excitacao da
maioria dos elementos quimicos existentes, possibilitando a quantificacdo de uma ampla faixa
de analitos [235].

A estrutura dos filmes finos foi avaliada por Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FT-IR) no modo de reflexdo. Os espectros FT-IR das telas de
polipropileno foram adquiridos pela técnica Universal Attenuated Total Reflectance — UATR,
utilizada para analise superficial. A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (Fourier-transform infrared spectroscopy — FT-IR) ¢ uma técnica analitica utilizada
para identificar materiais organicos € em alguns casos inorganicos.

O espectrometro utiliza um interferdmetro para modular o comprimento de onda a
partir de uma fonte de radiagdo IR, e um detector mede a intensidade da luz transmitida ou
refletida em fungdo do seu comprimento de onda. O comprimento de onda da luz absorvida
por uma molécula particular ¢ uma funcdo da diferenga de energia entre os estados
vibracionais em repouso e excitado. Os comprimentos de onda que sdo absorvidos pela
amostra sao caracteristicos da sua estrutura molecular [236].

Para uma afericdo da quimica da superficie das telas cirtrgicas foram realizadas
analises de XPS das amostras utilizando fonte monocromatica de Al Ka (1486,6 eV) a uma
poténcia de 150 W, onde os espectros de alta resolugdo registrados em energias de 40 eV nas
regioes do C 1s, O 1s, e Ag 3d. O tratamento de dados foi feito no programa CasaXPS para

analise dos picos fotoeletronicos e dos espectros das bandas de valéncia.
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A espectroscopia por fotoelétrons excitados de raios X (X-ray photoelectron
spectroscopy - XPS) € uma técnica de caracterizagdo utilizada na quantificacdo de elementos
quimicos e suas concentragoes relativas na superficie da amostra. Um feixe de raios X incide
no material ejetando elétrons que sdo coletados por um analisador capaz de determinar a
quantidade e respectivas energias cinéticas num dado intervalo de tempo desses elétrons.
Através de um mecanismo de coleta automatizado, curvas de contagem vs energia
denominadas de espectros de XPS sdo obtidas [237].

Para avaliar a resisténcia dos filmes finos ao riscamento e sua adesdo sobre o
substrato, foi realizado o teste de riscamento (scratch test) na folha de polipropileno pela
empresa Anton Paar em sua sede na Suica. As medi¢des foram realizadas usando o Nano
Scratch Tester (NST), que ¢ um equipamento especialmente adequado para testar
propriedades mecanicas de revestimentos duros em substratos macios. A analise foi realizada
na amostra mais espessa, que consiste no filme de DLC sintetizado com 300 W de poténcia
aplicada no alvo de grafite.

O método do teste de riscamento consiste na geragao de arranhdes desenhados a uma
velocidade constante com uma ponta esfero-conico (geralmente de diamante Rockwell C),
sob carga constante ou progressiva a uma taxa fixa. As forgas motrizes que causam danos no
revestimento sdo uma combinagdo das tensdes de indentacdo elastico-plasticas, tensoes de
friccdo e tensdes internas residuais [238]. O procedimento de pré-varredura permite medir a
profundidade de penetracdo real durante o riscamento e na pods-varredura caracterizar a
recuperagao eldstica do material [234]. Na Figura 20 sao mostrados resultados tipicos do teste
de riscamento, em que cada regido das curvas do grafico gerado representa uma etapa da falha

da adesao de uma pelicula ao substrato.
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Figura 20. Resultados tipicos de testes de riscamento. Adaptado de [238].
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Para a avaliacdo das propriedades mecanicas das telas de alta e baixa densidade
tratadas com nanofilmes de DLC e prata foram realizados ensaios de microtragdo uniaxial
utilizando a maquina de ensaios universal EMIC. Os parametros de ensaio consistem em
célula de carga de 10 kg, velocidade 2 mm/min e Ly de 60 mm para seis telas de cada
conjunto de amostras cortadas em tiras de 100 x 20 mm. A andlise estatistica das propriedades
mecanicas resultantes foi feita com o software livre Past.

O ensaio de tragdao consiste na aplicacdo gradativa de carga nas extremidades de um
corpo de prova especificado, e fornece uma visdo geral das propriedades mecanicas de um
material a partir da medigdo de sua resposta a uma tensdo uniaxial. Onde uma tira de
comprimento L e area da secdo transversal A, ¢ ancorada em uma extremidade e submetida a
uma carga de tragdo no eixo da amostra [239, 240].

O resultado de um ensaio de tracdo ¢ registrado na forma de um grafico da carga em
fun¢do do deslocamento. Como essas caracteristicas sdo dependentes do tamanho da amostra
(quanto maior a area da sec¢do transversal do corpo de prova maior a carga para produzir o
mesmo elongamento), utiliza-se a normalizacdo dos parametros convertidos em tensao vs
deformacdao para minimizar os fatores geométricos e avaliar as propriedades mecanicas
independente da dimensao da amostra.

A tensdo de tragdo, forca por unidade de area que atua no plano transversal a carga
aplicada, ¢ uma medida fundamental das forcas internas do material. A tensdo nominal ¢

definida como:

o=F/A (4)

onde F ¢ a carga aplicada e A, ¢ a area de se¢ao transversal inicial da amostra.

A deformacao ¢ definida como

e= AL/L, (5)

onde Ly ¢ o comprimento inicial da amostra e AL ¢ a variagdo no comprimento (L-Ly).

\

O material inicialmente alonga-se proporcionalmente a carga, denominado
comportamento elastico linear, onde a deformacdo ¢ recuperavel. A inclinacdo da curva
dentro do regime elastico linear ¢ o modulo de elasticidade (E) ou o mdédulo de Young do

material:
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E=o/e (6)

Quanto maior o valor de E, maior ¢ a carga necessdria para esticar a amostra na
mesma extensdo e mais rigido é o material. A medida que a tensio aumenta, o material se
desvia dessa proporcionalidade linear, sendo o ponto de partida denominado limite de
escoamento (c.). O limite de escoamento ¢ o valor da tensdo aplicada que acarreta na
deformacao permanente do material em que a estrutura molecular ndo volta a sua posi¢ao
original. Esta ndo linearidade ¢ geralmente associada rearranjo de sua estrutura molecular,
onde os atomos estao sendo movidos para novas posicoes de equilibrio [241, 242].

A extensdo da deformacgao plastica que o material sofre antes da falha, conhecida
como ductilidade, ¢ dada pelo percentual de elongamento total da amostra, em que Lo € o

comprimento inicial e L¢ ¢ o comprimento final:

% El= [(Li-Lo)/Lo] x100 (7)

A ductilidade representa uma medida do grau de deformagdo plastica que o material
suporta até a fratura e pode ser expressa quantitativamente pelo elongamento percentual (%
El). A resisténcia a tracdo (resisténcia maxima) ¢ definida como o valor mais alto da tensao
(outs — ultimate tensile strength).

O modulo de resiliéncia (Ur) representa a energia de deformacdo por unidade de
volume exigida para tensionar um material elasticamente e corresponde a area abaixo da
curva dentro do regime eléastico. O modulo de tenacidade (Ut) representa uma medida da
capacidade de um material em absorver energia até a fratura e corresponde a area total abaixo
da curva de tensao vs deformacao.

A Sociedade Americana de Testes e Materiais (ASTM International) e a Organizacao
Internacional de Padronizagdo (ISO) ainda ndo desenvolveram até o presente momento
padrdes especificos para certificar o desempenho e a confiabilidade das telas cirurgicas
sintéticas [30]. Muitos estudos adotam os padrdes existentes da industria téxtil para assumir
uma terminologia uniforme e realizar os ensaios de maneira padronizada [32, 243]. Na
descricdo destas normas consta a sua nao aplicabilidade para materiais na forma de malha,
sendo assim, para o presente estudo foi utilizada a norma ASTM D3039 como base para

realizagdo e padronizagdo do ensaio mecanico.
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Neste estudo foi elaborado um protocolo para analise das telas de polipropileno de alta
e baixa densidade tratadas com nanofilmes de DLC e prata utilizando amostras de tamanho
maior para haver melhor fixacdo nos ganchos do equipamento, menor velocidade de ensaio
para a tensdo de tracdo ser transmitida uniformemente a geometria complexa em forma de
malha, e na analise e comparagdo dos resultados foi feita a normalizagdo dos parametros

gerando os graficos de tensdo vs deformagao.

3.5 Ensaios biologicos

Com o proposito de avaliar a interagao das telas de polipropileno de uso cirargico com
superficie tratada pela deposicao de filmes finos a plasma em relacdo a células e meios
biologicos, foram realizados ensaios in vitro de citotoxidade e de aderéncia microbiana. As
amostras foram armazenadas em um envelope plastico hermeticamente lacrado apds a
deposicao dos filmes, e posteriormente esterilizadas por radiagdo gama com dose de 20 kGy.

Para a avaliacao da citotoxicidade in vitro das amostras de tela polimérica recobertas
com nanofilmes de DLC e prata utilizaram-se células de linhagem Vero (fibroblasto-like de

rins do macaco-verde) cultivadas a 37 °C e atmosfera de 95 % de ar e 5 % de CO) em meio

de cultura de células Meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com 5 %
de soro fetal de bovino inativado.

Suspensdes celulares de 6x10° células/poco foram semeadas em placa de 96 pogos
contendo as amostras de tela e somente o meio de cultura celular como controle, seguindo-se
da incubagdo por 24 horas. Em seguida, o meio de cultura foi removido ¢ 100 puL de 0,5
mg/mL de MTT (brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lico) adicionado para
posterior incubagdo da placa por mais 4 horas. Apos este periodo, a nova suspensao foi
removida e adicionado DMSO (dimetilsulfoxido) para dissolugdo dos cristais de formazan. Os
experimentos foram realizados duas vezes em triplicata com valores de absorbancia medidos
a 570 nm no espectrofotdmetro Biotek Synergy'™ HT, Winooski, VT.

O ensaio MTT ¢ uma medida da funcdo metabolica celular, dependente da atividade
intacta de uma enzima mitocondrial, succinato desidrogenase, que ¢ reduzida apds a
exposicao das células a um ambiente toxico. Em resumo, o teste envolve a conversao do sal
de tetrazdlio (MTT) a um produto insolavel (formazan), que pode ser quantificado por

espectrofotometria [244].
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Com o intuito de verificar o potencial antibiofilme das telas sintéticas revestidas com
nanofilmes de DLC e prata foram realizados ensaios in vitro de formagao de biofilmes
bacterianos de Escherichia coli ATCC 23922 e Staphylococcus aureus ATCC 6539, e
biofilmes fungicos de Candida albicans ATCC 18804.

A suspensio padronizada contendo 107 células/mL foi preparada em solugdo
fisiologica esterilizada (NaCl 0,9%) utilizando um espectrofotometro, e posteriormente
diluida 1:10 em caldo BHI (Brain Heart Infusion) para preparacdo do indculo contendo 10°
células/mL. Aliquotas de 20 pL de indculo e 180 uL de caldo BHI foram transferidas para
uma placa de 96 pogos contendo amostras de tela esterilizadas.

As placas foram incubadas a 37 © C sob aerobiose e agitacao de 90 rpm durante 120
min para fase de pré-aderéncia das células. Na sequéncia as amostras foram lavadas com 1
mL de PBS (Phosphate-buffered saline), transferidas para novos pogos com 200 pL de caldo
BHI e incubadas durante 24 h a 37 °C em aerobiose. Apdés as 24 h de incubagdo, o
procedimento anterior foi repetido para obtengao de biofilmes de 48 h.

As amostras foram novamente lavadas e transferidas para microtubos, € para a
dispersdo do biofilme os tubos foram agitados por 60 s em vortex e depois sonicados no gelo
com 3 pulsos de 15 W e amplitude 40 e intervalo de 10 s. As suspensodes resultantes foram
diluidas em série até 10 em solucdo fisiologica esterilizada, e inoculadas em agar BHI. As
placas foram incubadas durante 24 h a 37 °C em aerobiose para obtencdo dos valores de
unidades formadoras de colonias por epécime (UFC/espécime).

Os experimentos foram realizados em dois dias diferentes com n=5 (N=10), e os
valores de CFU/espécime foram comparados entre os grupos de amostras, e a atividade

microbiana na superficie das amostras foi avaliada a partir de imagens MEV.
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4 Resultados e Discussoes

Neste capitulo sdo apresentados os resultados das caracterizagdes realizadas nas
amostras recobertas com filmes finos depositados pela técnica de magnetron sputtering para
aplicagdes biomédicas. A caracterizagao fisico-quimica das amostras possibilita correlacionar
os parametros de processo e as propriedades dos filmes finos obtidos, € com isso pode-se
confeccionar um material com as caracteristicas desejadas.

Para aplicagdes biomédicas além das propriedades fisicas e quimicas do material
também ¢ necessdrio averiguar a sua interacdo com sistemas biologicos. A andlise da
interacao do material com células eucarioticas foi feita por meio de testes de citotoxidade, e
para o estudo da aderéncia microbiana na superficie dos implantes foram realizados testes in
vitro de crescimento de biolfime bacteriano e fingico. A investigacdo do comportamento
celular in vitro sobre a superficie de diferentes biomateriais ¢ uma etapa fundamental no

seguimento para testes em animais e finalmente o uso clinico.

4.1 Caracterizacao fisico-quimica

As caracterizagdes fisicas dos filmes finos foram focadas principalmente em anélises
de superficie como Perfilometria, Goniometria, Teste de riscamento (scratch test),
Microscopia Eletronica de Varredura e Microscopia de For¢a Atomica. Para analise quimica
foi feita a Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma (ICP OES), Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR), Espectroscopia de Fotoelétrons
excitados por raios X (XPS) e mapeamento por Espectroscopia de raios X por dispersdao em
energia (EDS). Para a avaliagdo das propriedades mecanicas das telas poliméricas de uso
cirtrgico e da influéncia do processo de deposicao a plasma nas fibras poliméricas foram

realizados ensaios de tragao.

4.1.1 Perfilometria

No estudo dos filmes finos de carbono amorfo tipo diamante foram aplicadas trés
poténcias distintas ao alvo de grafite — 100, 200 e 300 W — nos seguintes tempos de deposi¢ao

de 5, 10, 20, 40 e 60 min. A Figura 21 mostra as espessuras dos filmes finos avaliadas em
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funcdo do tempo de deposi¢ao em trés valores distintos de poténcia de descarga a uma

pressio de operagdo fixa de 3x10 Torr.
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Figura 21. Variacao da espessura dos filmes finos de DLC em funcao do tempo de deposicao.

Observa-se que houve um aumento linear na espessura dos filmes finos com o
aumento do tempo de deposicao, exceto para o ponto referente a 20 min e poténcia de 200 W,
o qual pode ser desconsiderado. Para curtos tempos de deposi¢ao a espessura dos filmes nao
sofre grande variacio, ficando entre 150 e 180 A.

O crescimento dos filmes esta relacionado ao numero de particulas pulverizadasdo
alvo que chegam ao substrato, que aumenta nao somente com o tempo de deposicdo mas
também com o aumento da poténcia aplicada e com a densidade de plasma.

Para o estudo dos filmes finos de prata foram aplicadas poténcias de descarga de 3, 5 e
7 W, com tempo de deposi¢ao variando em 1, 5, 10 e 20 min. A Figura 22 mostra a variacao

de espessura dos filmes de prata obtidos em fungao do tempo de deposigao.
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Figura 22. Variacao da espessura dos filmes finos de prata em funcao do tempo de deposicao.

Os resultados mostram um aumento aproximadamente linear na espessura dos filmes
finos depositados com poténcias maiores, 5 ¢ 7 W. Ja para a menor poténcia aplicada, 3 W,
nao houve linearidade, sendo que para tempos de deposicao pequenos a espessura dos filmes
ndo apresenta grande variacdo, ficando entre 150 e 180 A. A deposicdo de filmes de prata
com menor poténcia aplicada ao alvo e espessura equivalente aos filmes de DLC esta
relacionada com o rendimento de sputtering, em que € necessario menor quantidade de ions
de argénio bombardeando a superficie do alvo para desalojar grande quantidade de atomos

[144] como mostrado também na Figura 13.

4.1.2 Teste de riscamento

Os parametros de teste obtidos para avaliar a resisténcia dos filmes finos ao
riscamento e sua adesao sobre o substrato sdo apresentados na Figura 23 e 25. Nenhum ponto
de inflexdo, indicativo de falha, pode ser observado nas curvas do teste de riscamento

realizado com a ponta de diamante de 1 pum.



62

30.0071.00730.001.6EOYy Forca Normal (100
- Forga de fricgdo
- Coecficiente de fricgdo
- Profundidade de Penctragio AN
2400 0,80+ 24,00+ 500 .00 ; V80

Profundidade residual

Perfil de superficie

18.00 40,60 18,004 4 N b60 s
12.00 40,404 12.00-4800.00. - . %-40 A
6.0040.201 600416803 : l20 =
' e 1
g |
{ , ~ - ’
mN w mN nmyj - Ly - . -. nm
0 ) 0.2.4B03 s — e )
0 mm 0.10 ) 0.20 ) 0.30 ) 0.40 ) 0.50
0.10 mN 1.08 206 3.0 4.02 5.00

Figura 23. Teste de riscamento com ponta de 1 pm e carga progressiva de 0,1 mN a SmN.

A pressao hertziana aplicada na amostra ¢ muito alta, e como consequéncia o substrato
de polipropileno ¢ deformado significativamente desde o inicio do teste de riscamento. Logo,
ndo sdo observadas as cargas criticas e sim a deformacao pléastica do substrato, como

evidenciado na Figura 24 do panorama do teste de riscamento.

Figura 24. Panorama do teste de riscamento com ponta de 1 um.

A fim de diminuir a pressdo hertziana, o teste foi realizado com uma ponta de
diamante maior (5 pm), indicado na Figura 25, buscando a redu¢do da deformagao plastica do
substrato. Novamente as medi¢des realizadas nao permitiram definir cargas criticas para o
filme de carbono depositado na folha de polipropileno com os parametros de ensaio
utilizados.

O revestimento de carbono ¢ muito fino e o substrato de polipropileno ¢
demasiadamente macio, € sob uma carga aplicada a ponta penetra no material e deforma
plasticamente o substrato enquanto se desloca. Consequentemente nao foi possivel determinar

nenhum critério de falha relevante utilizando o Nano Scratch Tester, ja que a espessura do

revestimento e a dureza do substrato sao pontos criticos para as medigdes.
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Figura 25. Teste de riscamento com ponta de 5 um e carga progressiva de 0,3 mN a 10mN.

Na Figura 26 ¢ apresentado o panorama do teste de riscamento realizado com uma
ponta de 5 um. Apesar de nao ter sido possivel a defini¢ao de cargas criticas, os resultados
obtidos do teste de riscamento nao apresentaram delaminacao completa ou parcial na interface

indicando boa adesao do nanofilme ao substrato.

Figura 26. Panorama do teste de riscamento com ponta de 5 um.

4.1.3 Goniometria

Para aplicacdes biomédicas do polipropileno o estudo da superficie ¢ extremamente
necessario, ja que essas propriedades regem as interagdes imediatas com as células,
macromoléculas e fluidos biologicos. Os valores dos angulos de contato encontrados para o

liquido polar (agua deionizada) e apolar (diiodometano) sao mostrados na Figura 27.
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Figura 27. Variacao no angulo de contato das amostras para agua DI (em preto) e
diiodometano (em azul).

Nota-se que o polipropileno apresenta angulos de contato maiores que 100°, e portanto
com caracteristica hidrofobica. A deposicao de nanofilmes de prata na superficie do polimero
apresentou um aumento nos angulos de contato para a 4gua com o aumento da espessura do
filme, porém ndo houve diferenga estatistica em relacao ao polimero puro. Ja para as amostras
revestidas com nanofilmes de DLC houve uma diminui¢do dos angulos de contato para
aproximadamente 85°, revelando um carater hidrofilico da superficie com diferenca estatistica
entre o polimero sem tratamento e os tratados com nanofilmes de prata (p valor < 0,0002). Na
Figura 28 observa-se a variagdo no formato das gotas de agua DI e de diiodometano para os

diferentes nanofilmes em relagdo ao polipropileno puro.

C100 C200 C300
C200 C300

CH,l,

_AL_‘_.__.__._‘_._

Figura 28. Angulo de contato dos liquidos polar e apolar para as amostras poliméricas

com ¢ sem nanofilmes de DLC e prata.
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A mudanga na molhabilidade dos liquidos analisados indicam diferencas na polaridade
e/ou rugosidade das superficies, e utilizando os valores dos angulos de contato encontrados ¢
possivel resolver o sistema de equagdes do modelo de Owens-Wendt (Equacao 2 e 3 da segao

3.4) para determinagio da energia livre de superficie y's, apresentadas na Figura 29.
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Figura 29. Energia de superficie para o polipropileno e os nanofilmes de prata e DLC.

A energia livre da superficie ¢ um parametro relacionado a colonizagcdo microbiana,
onde um alto angulo de contato (baixa energia superficial) favorece as propriedades
antibacterianas e um baixo angulo de contato (alta energia superficial) favorece a adesao e
colonizagao da superficie [245].

O substrato polimérico sem tratamento apresentou elevado angulo de contato e energia
de superficie média de 28 mJ/m%, o que ja era esperado, devido a sua estabilidade quimica e
auséncia de ligagdes livres na superficie. A amostra A3 apresentou energia superficial
equivalente ao polipropileno, devido a presenga de pouco material, formando um filme
irregular. Com o aumento da poténcia de deposicdo e consequentemente da espessura do
filme gerando revestimentos uniformes, a energia de superficie aumenta.

Os implantes poliméricos comerciais sdo em grande maioria hidrofobicos e
caracterizados por interacdes fracas com células, sangue e tecidos. Apos implantados a

superficie do polimero ¢ recoberta com uma camada de proteinas plasmaticas adsorvidas
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(predominantemente albumina e fibrinogénio), que tendem a assumir uma conformagao
alterada ¢ a expor os dominios hidrofébicos tornando-se perfeitamente aderentes as
superficies hidrofobicas [246-248]. As mudancas conformacionais das proteinas adsorvidas
estdo relacionadas a reagdes adversas, como inflamacdo, coagulacdo e reagdo de corpo
estranho [249, 250].

A obtencdo de baixas energias de superficie e elevados angulos de contato (>100°)
para filmes finos de prata depositados por magnetron sputtering também foi relatada na
literatura [251]. Para o DLC, além de uma maior hidrofilicidade houve um aumento da
energia superficial com maior valor de 45 mJ/m” para a amostra C200. Esses resultados
sugerem que pode haver uma maior biointegracdo do implante, ja que superficies com carater
hidrofilico e alta energia superficial facilitam a adesdo, crescimento e diferenciagao celular, o

que auxilia na cicatrizacao de feridas e no crescimento de tecidos [146, 252].

4.1.4 Microscopia Eletronica de Varredura

A morfologia e topografia das amostras também foram avaliadas por MEV-FEG de
modo a caracterizar as microestruturas e correlacionar os mecanismos de formagao dos filmes
finos nas fibras poliméricas. A Figura 30 mostra a imagem da fibra da tela de polipropileno
sem revestimento com aumento de 10.000 vezes. Pode-se notar a presenga de muitas ranhuras

na superficie advindas do processo de extrusao e fabricacao da tela.

Figura 30. FEG 10.000x da tela de polipropileno sem revestimento.
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A comparagdo das imagens com aumento de 10.000 vezes das telas de polipropileno

revestidas com nanofilmes de DLC (Figura 31) e nanofilmes de prata (Figura 32), evidenciam

consideravel reducdo das ranhuras com o material depositado.

-

Figura 31. FEG 10.000x dos nanofilmes de DLC a) C100 b) C200 e ¢) C300.

A formacao do filme ocorre pela condensagdo dos atomos pulverizados na superficie
das fibras, em que para a amostra depositada com a menor poténcia estudada, 100 W, os
atomos chegam ao substrato com menor energia. Procedendo numa menor mobilidade dos

atomos na superficie do polimero gerando um filme mais granular, como apresentado na
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Figura 31 a). Com o aumento da poténcia aplicada no alvo de grafite, atomos mais
energéticos e em maior quantidade chegam ao substrato polimérico coalescendo e formando
um filme uniforme e mais compacto, Figura 31 b).

Ja para os filmes depositados com 300 W de poténcia, as particulas pulverizadas além
de chegarem com maior energia elevam a temperatura do substrato, apresentando filmes com
menos defeitos. O aumento da energia e mobilidade superficial dos 4&tomos de carbono pode
promover também o surgimento de aglomerados de estruturas aciculares, Figura 31 c).

As imagens com aumento de 10.000 vezes dos filmes finos de prata depositados nas
telas de polipropileno sao mostradas na Figura 32 para a) deposi¢do com 3 W de poténcia b) 5

Wec)7W.
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Figura 32. FEG 10.000x dos nanofilmes de prata depositados coma)3 Wb) 5 Wc) 7 W.
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Os resultados mostram que para a menor poténcia estudada, 3 W, o filme fino
apresenta clusters de prata com variagdo de tamanho, evidenciados na regido ampliada.
Aumentando a poténcia para 5 W, uma maior quantidade de atomos de prata chega na
superficie do polimero uniformizando o tamanho dos clusters e sua distribuicdo. Pode-se
observar também uma sobreposicdo de camadas constituintes do filme fino. J4 para 7 W de
poténcia, os atomos de prata possuem maior mobilidade aumentando a difusdo superficial da
prata, o que leva a formagao de aglomerados (clusters) maiores.

Imagens com aumentos maiores foram feitas para melhor visualizagdo da dispersao
dos clusters de prata. Como mostra a Figura 33 nos filmes finos com aumento de 100.000

vezes e na Figura 34 com aumento de 250.000 vezes.

Figura 33. FEG 100.000x dos nanofilmes de prata depositados coma) 3 Wb) 5 Wc) 7 W.

Observa-se um aumento no tamanho médio dos clusters com o aumento da poténcia
aplicada ao alvo de prata. O aumento da energia implica em uma maior mobilidade das
particulas metalicas que chegam ao filme, que por conseguinte coalescem aumentando o
tamanho médio dos clusters. A partir das imagens dos filmes de prata, foi constatado que a
morfologia dos aglomerados esté relacionada a mobilidade dos 4&tomos durante o crescimento

dos filmes finos. Influenciando a nucleagdo e combinacao de aglomerados.
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Figura 34. FEG 250.000x dos nanofilmes de prata depositados coma) 3 Wb) 5 Wc) 7 W.

Com o aumento de 250.000 vezes, observa-se uma dispersdao nos tamanhos dos
aglomerados de prata para a amostra A3, Figura 34 a), e uma homogeneidade para a amostra
AS, Figura 34 b). Para a amostra A7, Figura 34 c), devido a saturagdao da quantidade de
aglomerados de prata que atingem um tamanho otimo. Os atomos se ligam e crescem de
forma colunar uns sobre os outros gerando aglomerados maiores afim de minimizar a energia
do sistema.

Para aplica¢des biomédicas, a morfologia e a rugosidade da superficie sao de extrema
importancia em vista da presenga de pontos de ancoragem para as células possibilitando a
proliferagdao celular. Como discutido previamente, o tamanho e a dispersao dos clusters de
prata esta diretamente relacionado ao efeito antimicrobiano do filme. Além dos parametros
fisicos, a quimica da superficie também influencia a resposta bioldgica do material. Para o
estudo da distribuicao dos elementos quimicos na superficie das fibras da tela foi realizado o
mapeamento por Espectroscopia de raios X por dispersdo em energia (EDS), mostrado na
Figura 35.

Os resultados indicam uma grande quantidade de oxigénio na superficie das telas e sua
correspondéncia com o mapa do carbono. Também ¢ possivel destacar o efeito da poténcia ao
aumento gradual do teor de prata na superficie da fibra bem como sua distribuicdo de modo
mais homogéneo. De acordo com o mapeamento das fibras poliméricas podemos prever
estados oxidativos para a prata e o carbono superficiais, porém, como se trata de um dado
qualitativo, maior detalhamento das espécies quimicas da superficie pode ser alcangado

utilizando outras caracteriza¢des, como FT-IR e XPS.
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Figura 35. Mapeamento EDS das fibras recobertas com nanofilmes de Ag a) A3 b) A5 ¢c) A7.

4.1.5 Microscopia de Forca Atomica

O perfil 3D da superficie da folha de polipropileno sem tratamento mostrado na Figura

36 evidencia a presenca de ranhuras e rugosidade relativamente baixas.

200.00
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Figura 36. Perfil 3D em area de (15x15) um do substrato de polipropileno sem revestimento.

Os perfis 3D das amostras revestidas com nanofilmes de DLC mostrados na Figura 37

revela as caracteristicas topograficas e morfoldgicas dos filmes depositados. A deposi¢ao dos
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nanofilmes leva a um aumento da rugosidade da superficie com a presenca de regides com a

prevaléncia de aglomerados de particulas.

Figura 37. Perfil 3D em area de (15x15) um das amostras revestidas com nanofilmes de DLC

a) C100 b) C200 e c) C300.

Para melhor avaliagdo morfologica dos nanofilmes foram feitas imagens 2D das
amostras de DLC e do substrato polimérico em areas de (4x4) um e (2x2) um, apresentadas

na Figura 38.

- -

Figura 38. Imagens 2D do substrato a) PP (4x4) um b) PP (2x2) um e dos nanofilmes de DLC

¢) C100 (4x4) um d) C100 (2x2) um e) C200 (4x4) um f) C200 (2x2) um g) C300 (4x4) um e
h) C300 (2x2) pum.
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Observa-se que o polipropileno apresenta uma superficie mais lisa com ranhuras
advindas do processo de fabricacdo (Fig. 38 a e b). Para o filme de DLC depositado com a
menor poténcia estudada, amostra C100 (Fig. 38 c e d), visualiza-se ainda um recobrimento
nao uniforme com regides aparentes do substrato. Ja aplicando uma poténcia de deposi¢ao
maior, amostra C200 (Fig. 38 e e f), pode-se perceber a presenca de um filme uniforme
revestindo a superficie do polipropileno com aglomerados de estruturas tipicas do DLC. Para
o filme de DLC depositado com a maior poténcia, amostra C300 (Fig. 38 g e h), além de
apresentar um filme mais homogéno observa-se um aumento na densidade dos aglomerados
de estruturas carbonosas.

No perfil 3D mostrado na Figura 39 para os filmes finos de prata, observa-se
novamente o aumento da rugosidade em relagdo ao substrato polimérico sem tratamento, com
a amostra A5 apresentando maior valor de rugosidade média quadratica (Rms), devido ao
crescimento irregular do filme com epilhamento de camadas, porém, a amostra A7 apresentou

maior perfil de rugosidade (Rz), devido ao crescimento colunar dos aglomerados de prata.

Figura 39. Perfil 3D em area de (15x15) um das amostras revestidas com nanofilmes de prata

a) A3 b)ASec) A7.

Na Figura 40 s3o apresentadas as imagens 2D da superficie dos filmes de prata, as
quais evidenciam a presen¢a de particulas de prata em formato arredondado. Para o filme
depositado com a menor poténcia estudada, amostra A3 (Figuras 40 ¢ e d), visualiza-se
ranhuras tipicas do substrato polimérico, indicando que possivelmente nao foi formado um
revestimento totalmente uniforme. Para a amostra A5 (Fig. 40 e e f), ndo ¢ mais possivel

identificar as ranhuras do substrato, devido a formagdo de um filme mais espesso com
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empilhamento irregular de camadas. Para a amostra depositada com a maior poténcia
estudada, amostra A7 (Fig. 40 g e h), obtem-se um filme mais compacto com a presenca de

particulas de prata coalescidas de modo colunar.

Figura 40. Imagens 2D do substrato a) PP (4x4) um b) PP (2x2) um e dos nanofilmes de prata
c) A3 (4x4) um d) A3 (2x2) um e) AS (4x4) um f) A5 (2x2) um g) A7 (4x4) um e h) A7
(2x2) pum.

As particulas de prata t€ém tendéncia de se agregar na superficie durante o processo de
deposicao [253], e para as amostras estudadas observa-se a formagdo de diferentes
morfologias e tamanhos de particulas, indicando que as poténcias de processamento
influenciam nas caracteristicas finais dos filmes finos. Consequentemente na sua interagao
com meios biologicos, onde as estruturas de superficie regem as interagdes fisico-quimicas e
celulares.

Os parametros de rugosidade Rz e Rms apresentados na Figura 41 mostram que o
valor de Rms das amostras se manteve em torno de 25 nm, havendo um aumento somente
para as amostras C300 e A5, devido a presenca em maior quantidade de grandes estruturas na
superficie. O parametro Rz informa sobre a distribui¢do média vertical dessas estruturas, em
que observa-se um aumento desse valor para todos os filmes depositados em relagdo ao

substrato sem processamento.
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Figura 41. Parametros de rugosidade Rz ¢ Rms.

Para a deposicao de DLC ha inicialmente um aumento de Rz para a amostra C100
depois uma redugdo para a amostra C200 e novamente um aumento para a amostra C300.
Estes resultados estdo de acordo com os perfis de superficie analisados por AFM e MEV, ¢
diretamente relacionados com a morfologia dos nanofilmes depositados. A amostra C100
trata-se de um filme irregular apresentando variagcdo de alturas, seguido por um filme mais
compacto referente a amostra C200 e um posterior aumento vertical dos aglomerados
grafiticos para a amostra C300.

Para os filmes de prata, a amostra A3 apresenta valores de Rz proximo do substrato
polimérico, devido a deposi¢ao de pouco material na superficie, e posteriormente para as
amostras A5 ¢ A7 ha um aumento progressivo, devido a maior quantidade de prata nos filmes.
Como observado também nas analises de MEV e AFM, uma maior quantidade de prata leva a
coalescéncia em grandes aglomerados de particulas com crescimento colunar atingindo em
torno de 400 nm de altura para a amostra A7. Este pardmetro ¢ muito importante para
materiais com aplicacdes cirurgicas que necessitam de pontos superficiais de ancoragem para

fixacdo e proliferacdo celular.
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4.1.6 Espectrometria de emissao optica com plasma

A quantificagdo da concentracdo de prata dos nanofilmes depositados ¢ mostrada nas
curvas azul e laranja da Figura 42, resultando em uma concentragdo média de 0,07 ppm. Este
valor se encontra no intervalo do limite de detec¢ao do equipamento, curva verde e vermelha,

podendo ser considerado uma estimativa pois nao ha confiabilidade na leitura.
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Figura 42. Linha de emissao do equipamento e das amostras de prata.

Esta técnica nao ¢ ideal para a aferigdo da prata nas amostras produzidas em vista dos
valores de concentracdes muito baixas, no entanto, pode-se considerar que concentragdo de

prata presente nas amostras depositadas ¢ < 0,1 ppm.

4.1.7 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

Os espectros FT-IR das telas de PP tratadas com filmes finos foram analisados para os
diferentes materiais depositados e valores de poténcia de descarga utilizadas no tratamento.
Na Figura 43 sdo mostrados os espectros das telas revestidas com nanofilmes de DLC e na
Figura 44 os espectros das telas revestidas com nanofilmes de prata. Pode-se correlacionar as
ligagdes quimicas e a composi¢cdo do material com as poténcias utilizadas na deposi¢ao dos

filmes finos de DLC e prata.
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Figura 43. Espectro FT-IR da tela sem tratamento em preto; com nanofilme C100 em azul;

com nanofilme C200 em vermelho e com nanofilme C300 em roxo.

A vibragao de estiramento assimétrica dos grupos CH; e CH; ¢ observada nas posigdes
A e B que correspondem ao numero de onda 2950 cm™ e 2920 cm’', respectivamente. O
estiramento simétrico CH; e CH ¢ observado na posi¢do C (2870 cm™) e na posicdo D (2836
cm™ ) para o CH,. As vibragdes de dobramento angular simétricas e assimétricas do grupo
metil sdo observadas nas posi¢des E e F (1455 cm™ e 1376 cm™), respectivamente. E as
bandas de absorcdo na posicio G (1166 cm™) e H (974 cm™) referentes as vibracdes
caracteristicas dos grupos CH; insaturados terminais, sdo tipicas do PP isotatico [254].

Com a deposicao dos nanofilmes na tela de polipropileno, a maioria dessas bandas
diminui em sua intensidade, o que pode ser atribuida a pequenas diferencas na posicao da
absor¢ao desta ligagao, devido a variagao do ambiente quimico da cadeia polimérica levando
a um alargamento da banda de absor¢ao e uma consequente reducao de sua intensidade [255].

Além disso, nos espectros das amostras tratadas com filmes finos depositados com as
maiores poténcias utilizadas, surgem novas bandas na regido de 1743 cm™ para a amostra
C200 ¢ em 1682 cm™ para a amostra A7, correspondendo a carbonila C=0 (sinal forte e

fraco), respectivamente.
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Figura 44. Espectro FT-IR da tela sem tratamento em preto; com nanofilme A3 em azul; com

nanofilme A5 em vermelho e com nanofilme A7 em roxo.

O processo de deposi¢ao dos nanofilmes indica a presenca de hidroxilas e carbonilas,
o que pode gerar uma modificacao estrutural da tela polimérica, que nao ¢ desejavel devido as
aplicagdes cirurgicas do material, podendo acarretar em problemas e falha do implante
levando a sua remoc¢ao do paciente.

A deposicao dos nanofilmes em poténcias mais elevadas pode levar a ionizacao e
excitacdo das moléculas do substrato polimérico criando sitios insaturados envolvendo
conjugacdo ou duplas ligagdes. Este efeito decorrente do processo pode acarretar
principalmente na desidrogenacao do polimero, que sofre cisdo homolitica dominante das
ligagdes C-H para formar radicais livres de hidrogénio. A presenca de radicais livres,
conhecidos por serem moléculas instaveis que tendem a se reticular rapidamente umas com as
outras, pode induzir um aumento da reticulacdo do polimero, o que corresponde a uma

estrutura mais rigida [256].
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4.1.8 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X

As analises de XPS foram realizadas para a afericdo mais precisa quanto a quimica da
superficie das telas cirurgicas antes e apos a deposi¢do de nanofilmes. A Tabela 5 apresenta
os percentuais de concentragdo atomica dos elementos quimicos presentes na superficie das

amostras.

Tabela 5. Concentragao atomica dos elementos quimicos na superficie das telas cirtrgicas.

Amostra Elemento Quimico (% atomica)
C o Ag
PP 97,5 2,5 -
C100 79,5 20,5 -
C200 85,7 143 -
C300 88,9 11,1 -
A3 89,9 72 29
A5 86,3 6,2 7.5
A7 81,5 8,3 10,2

Na superficie da tela de polipropileno antes do processamento nota-se a presenca
majoritaria de carbono, constituinte estrutural dos mondémeros das fibras, e uma pequena
porcentagem de oxigénio adsorvido na superficie. O recobrimento das telas com nanofilmes
de DLC e prata levam a diminuicao relativa do percentual de carbono devido ao aumento
superficial do oxigénio referente ao processo de deposicdo a plasma, e a presenga de prata
para as amostras A3, A5 e A7, como efeito, reduz-se na superficie espécies com diferentes
estados de oxidagao.

A investigacdo quantitativa das propor¢des das espécies quimicas presentes na
superficie das amostras, foi feita a partir da deconvolugdo do espectro em alta resolugdao do
pico C 1s. Para a amostra de tela aparece somente um pico em 284,8 eV correspondente aos

grupos funcionais C-C e C-H, apresentado na Figura 45.
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Figura 45. Curva de alta resolugao do pico C 1s para a tela de polipropileno.

Os espectros de alta resolugdo das amostras de tela revestidas com nanofilmes de DLC
sao apresentados na Figura 46.
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Figura 46. Curva de alta resolugdo do pico C 1s da tela recoberta com os nanofilmes de DLC a) C100, b)
C200 e c) C300.
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Pode-se observar que o pico C 1Is ¢ deconvoluido em 5 picos com energia em
aproximadamente 284,8 eV referente ao estados Cls (1), 285,7 eV para o estado C 1s (2),
286,8 eV para o estado C 1s (3), 287,9 eV para o estado C 1s (4) e 289,1 eV para o estado C
Is (5). O estado C 1s (1) para o DLC ¢ destacado na literatura [257, 258] como
correspondente as ligagdes carbono-carbono com configuracio sp” e o estado C 1s (2)
referente a configuracdo sp>. Ja os estados C s (3), C 1s (4) e C 1s(5) estdo relacionados a
ligagdes C-O/C-OH, C=0 e COOH, respectivamente [259, 260].

Os espectros de alta resolugdo do pico C 1s das amostras de tela revestidas com

nanofilmes de prata sdo apresentados na Figura 47.

45 45
Name Pos. FWHM A (a) Name Pos. FWHM (b)
404 C1s (1) 28480 1.06 “ 40+ Cis (1) 28480 1.06
C1s (2) 28597 1.16 | Cis (2) 28585 1.16
1 28690 1.22 { 28695 1.22
35 4 35
C1s (4) 28832 146 | C1s (4) 28820 1.41
1
30 4 | 30 4
| \
| ” |
25 4 (-} 254 |
| - \
| x
20 4 ‘ | : 20 |
| o
s - \ 15
|
0 \ 10
5 R \
\
0 T ;I - T —T — T = 0 T —— T T —T
290 288 286 284 282 280 290 288 286 284 282 280
Binding Energy (eV) Binding Energy (eV)
45
Name Pos. FWHM (c)
404 C1ls(1) 28480 113
C1is (2) 28605 1.55
.5 - 287.70 155
C1s (4) 28860 155
J
30 [ \
[ |
. [ |
o 254 [ |
=
»
v
2 20 |
o “
15 4 Il‘
ll
10 4 \
5 \
——— -
o L4 T T — L4 T
290 288 286 284 282 280

Binding E nergy (eV)
Figura 47. Curva de alta resolugdo do pico C 1s da tela recoberta com os nanofilmes de prata a)
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Nota-se a presenca de somente 4 picos com energia em aproximadamente 284,8 eV

referente ao estados C 1s (1), 285,9 eV para o estado C 1s (2), 287,2 eV para o estado C 1s
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(3), 288.4 eV para o estado C Is (4). O pico referente as ligacdes sp® do carbono nio estdo
presentes, somente as ligacdes carbonosas das cadeias poliméricas do substrato de
polipropileno, e os estados deconvoluidos estdo correlatos aos mesmos grupos funcionais
apresentados previamente. C 1s (1) ligagcdes C-C, C 1s (2) ligagdes C-O/C-OH, C 1s (3)
ligagdes C=0 e C 1s (4) ligacdes COOH.

As amostras apresentam majoritariamente ligacdes C-C do substrato polimérico, C 1s (1),
que vao diminuindo conforme a inser¢do de estados oxidados do processo de deposigao
utilizando poténcias maiores no alvo de prata. Este resultado era esperado visto que o
processamento das amostras envolve o crescimento de um filme de prata na superficie do
polimero, levando a um pequeno percentual de oxidacao das cadeias poliméricas da tela.

O conteudo relativo de cada tipo de ligagao dentro dos C 1s pode ser encontrado medindo
a area do pico para cada fracdo que representa essa ligacdo em relagdo a area total do pico de C
Is. Isso fornece dados qualitativos acerca dos elementos quimicos incorporados e grupos

funcionais sintetizados, apresentados na Figura 48 para analise comparativa.
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Figura 48. Percentual dos grupos funcionais presentes na superficie das telas recobertas com

nanofilmes de DLC e prata.

Os resultados mostram que hd uma variagao quimica da superficie das amostras, onde a
introducao de estados de oxidagdo do carbono ¢ maior nos filmes de DLC, sendo que para a

amostra C200 ocorre uma maior quantidade de grupos funcionais constituidos por ligacdes
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duplas referente a carbonila (C=0) e maior quantidade de ligagdes C-O/C-OH, corroborando
com os espectros analisados por FT-IR. A proporgdo entre ligagdes sp e sp> do carbono amorfo
tipo diamante vai de 3,2 para a amostra C100, para 4,2 para as amostras C200 e C300, porém, a
grande quantidade de ligagdes entre oxigénio e carbono na superficie da amostra C200 pode
levar ao aumento das ligacdes sp> [260]. Levando em conta a razio sp’/sp’ e a influéncia do
oxigénio, podemos prever uma maior formacao de aglomerados grafiticos para a amostra C300,
o0 que esta de acordo com as analises de MEV estudadas.

Da Tabela 5, verifica-se que a porcentagem de prata na superficie das amostras
aumenta gradativamente com o aumento da poténcia aplicada no alvo de 2,9 % para a amostra
A3 a 10,2 % para a amostra A7. Conforme ilustrado na Figura 49, as amostras de tela
revestidas com nanofilmes de prata apresentam um dubleto correspondendo as transigdes Ag
3d5/2 e Ag 3d3/2. Os picos centrados em cerca de 368,1 e 374,2 eV sdo relacionados a prata
metalica, e os picos centrados a energias inferiores, em aproximadamente 366,7 e 373,0 eV,
sdo atribuiveis aos estados oxidativos da prata [261]. O componente Ag 3d5/2 com energia de
ligacdo de 367,9 eV foi relatado para Ag,O, enquanto que para AgO, o valor diminui para
367,4 eV [262].

Name Pos FWHM
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Ag 3d3/2 37414 1.00
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Figura 49. Curva de alta resolugdo dos picos Ag 3d da tela recoberta com os nanofilmes de prata a)

A3,b) A5 ec) AT

O aumento da concentragao de prata na superficie leva ao aumento da intensidade das
transi¢des Ag 3d, em que para a amostra A3 ha uma diminuicdo da energia de ligagdo em
comparacio as amostras A5 e A7, indicando a oxidacdo de Ag’ a Ag * e a formacdo de Ag,O.

No entanto, as energias de ligacdo correspondentes ao Ag 3d5/2 do Ag’ (Ag), Ag™ (Ag;0) e
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Ag” (AgO) sdo muito semelhantes e se encontram na faixa de 368.0 - 368.3, 367.6 - 367.9 ¢
367.3 - 367.4 eV, respectivamente [263].

Uma vez que todas as energias estdo em uma faixa tao estreita, torna-se dificil realizar
uma andlise quantitativa dos estados de oxidagdo da prata com alta precisdo a partir da
deconvolugao de espectros XPS. Por esse motivo, o pico O 1s, indicado na Figura 50, também

foi investigado como uma medida do estado de oxidagao da prata.
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Figura 50. Curva de alta resolugdo do pico O 1s para a) tela pura e com nanofilmes de prata b) A3,

c)ASed)AT.

Os espectros XPS para o O 1s sdo centrados em cerca de 532 eV, como constatado
para a tela sem processamento, Figura 50 a), com a deposi¢ao de prata surge um segundo pico
em 530,8 eV, Figura 50 b), e com o aumento da poténcia aplicada ao alvo metalico na

deposicao dos nanofilmes aparece um terceiro pico em torno de 533,7 eV, Figura 50 c) e d).
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Os picos O 1s ajustados nas energias 530,7 eV, 532,0 eV e 533,8 eV sdo atribuidos ao Ag,0,
AgO, e O,/H,0, respectivamente [260, 264].

Da Tabela 5 observa-se que a amostra A3 possui 2,9% de prata, a amostra A5 7,5% e a
amostra A7 10,2%. A partir das deconvolugdes das ligacdes O 1s (1) e O 1s (2) da Figura 50,
foi possivel calcular a porcentagem de oxidacdo da prata, resultando em 6,9% para a amostra
A3, 5,5% para a amostra A5 e 7,3% para a amostra A7.

Para a amostra A3, toda a prata da superficie do filme se encontra ligada com
oxigénio, como ja previsto nos espectros Ag 3d da Figura 49, visto que a porcentagem de
oxidagdo foi de 6,9% e a quantidade de prata no filme de 2,9%, consequentemente, 4% dos
estados oxidativos restantes sdo de ligacdes com o carbono. A amostra AS apresentou 5,5% de
oxidacdo, havendo 2% de prata metalica na superficie, e por fim a superficie da amostra A7

contém 7,3% de oxidacio (Ag e Ag®") possuindo 2,9% de prata metalica na superficie (Ag’).
4.1.9 Ensaio Mecanico
O resultado dos ensaios de microtragao uniaxial sdo registrados na forma de um

grafico da carga em funcao do deslocamento como mostrado na Figura 51 para as telas de alta

e baixa densidade em preto e vermelho, respectivamente.

) 10 40 20 60 o 8o o 03 118

Deslocamento (mm)
Figura 51. Curvas de carga vs deslocamento para as telas de polipropileno de alta e

baixa densidade.
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As propriedades mecanicas da tela estdo principalmente relacionadas a sua
conformagdo téxtil, sendo possivel verificar nitidamente que para as telas fabricadas com
polipropileno, a alta ou baixa densidade do implante modifica a resposta do material a uma
tracdo uniaxial. Para as telas de polipropileno de alta densidade foi encontrado 83 N/cm de
resisténcia a tragdo, e para a tela polimérica de baixa densidade 51 N/cm. A resisténcia a
tragdo superiores a 100 N/cm de muitas telas sintéticas convencionais sao desproporcionais
para uma reparacao efetiva, visto que ao atingir uma resisténcia a tracdo de pelo menos 32
N/cm ja seria suficiente para aplicacao intra-abdominal [37].

A rigidez de membrana das amostras estudadas variou de 1,1 a 1,5 N/mm para as telas
de alta densidade e de 0,3 a 0,5 N/mm para as telas de baixa densidade. Pott et al. [35]
estudaram seis telas compostas por diferentes matérias-primas e diferentes estruturas téxteis,
as quais apresentaram diferencas na resisténcia a tracdo maxima de 11 a 101 N/cm, rigidez de
0,3 a 4,6 N/mm e elongamento a ruptura de até 340%. J& na revisdo da literatura de Todros et
al. [30] foram encontrados valores de resisténcia a tracdo maxima de 11 a 121 N/cm e rigidez
de membrana de 0,1 a 19,4 N/mm. A rigidez e a for¢a de ruptura também variam muito entre
as telas disponiveis para o reparo da hérnia e a maioria das telas exibe anisotropia
significativa em termos de seu comportamento mecanico [30].

Além da falta de normas refletir na realizagao de diferentes métodos de ensaio sem
protocolo e consequentes dificuldades na comparagdo de resultados, o estudo das principais
caracteristicas das telas cirurgicas fundamentado em parametros dependentes do tamanho da
amostra também contribuem para a grande variedade de valores encontrados na literatura. No
entanto, uma documentagdo bibliografica extensa de ensaios mecanicos podem fornecer a
base para uma padronizagdo futura e para a definigdo de propriedades mecanicas
fundamentais para avaliar a biocompatibilidade mecanica.

Para a normaliza¢ao dos parametros de ensaio foram gerados graficos de tensdo vs
deformacao, mostrado na Figura 52 para a tela de alta densidade e na Figura 54 para a tela de
baixa densidade, para minimizagao dos fatores geométricos.

A tela de polipropileno sem revestimento esta destacada em vermelho e as amostras
processadas nas demais cores. A regido do regime eldstico do material estd demarcada pelas
linhas tracejadas e a partir do patamar do limite de escoamento (cy) ja se constitui o regime
pléstico. O limite de escoamento ¢ frequentemente o mesmo ou proximo do limite eldstico do
material, e seu valor foi equivalente para todas as amostras testadas em aproximadamente
1,18 N/mm®. O limite de escoamento nos mostra a tensdo onde a deformacdo pléstica se

inicia, apos esse limite a tensdo necessaria para continuar o processo de deformacao plastica
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aumenta até alcangar um valor maximo, designado limite de resisténcia a tracao (cyrs) cujo

valor foi de 8,33 N/mm?.

> > > 9
-~

Deformacao «
.

Figura 52. Curvas de tensdo versus deformagao das telas de alta densidade.

Todas as propriedades mecanicas estudadas para as telas de alta densidade se
mantiveram com o tratamento por filmes finos, somente a amostra C200 apresentou aumento
do seu modulo elastico, que ¢ proporcional a rigidez do material. Esses resultados corroboram
com as analises de FT-IR em que um aumento na rigidez do material foi previsto, devido a
reticulagdo das cadeias poliméricas das fibras da tela induzidas pelo processo de deposi¢ao
dos filmes finos. Resultado também confirmado na analise de XPS, onde o aumento da
resisténcia a deformacao elastica da amostra esta relacionado a grande quantidade de ligagcdes
C=0. Sabe-se que, a rigidez do material depende fundamentalmente das forcas de ligacao
atoOmica, a presenca de ligagdes duplas modifica o comprimento e a forca das ligacdes
covalentes presentes no material, levando assim a uma maior resisténcia sob certa tensao
aplicada.

O coeficiente angular do regime linear do grafico (regime elastico) corresponde ao
modulo de elasticidade (E) do material, os quais se encontram na Figura 53. Esta propriedade

esta relacionada a resisténcia do material a deformacao elastica (rigidez).
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Figura 53. Mdédulo de elasticidade (E) para as telas de alta densidade. * p valor < 0,05.

As propriedades mecanicas da tela de polipropileno de baixa densidade também foram
estudadas a partir das curvas de tensdo vs deformacao, mostradas na Figura 54. A tela de
polipropileno sem revestimento esta destacada em vermelho e as amostras processadas nas
demais cores. O limite de escoamento obtido para todas as amostras foi de oy= 1,52 N/mmz,
valor maior que para a tela de alta densidade (1,18 N/mm?®); o que indica uma maior

resisténcia a deformagdo plastica para esse material.
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Figura 54. Curvas de tensao versus deformagao das telas de baixa densidade.
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De todos os tratamentos superficiais aplicados nas fibras ndo ouve diferenca estatistica
em relacao ao modulo de elasticidade do material, ficando em torno de 3 N/mmz, bem abaixo
do valor encontrado para as telas de alta densidade de até 9 N/mm®. Este resultado indica
grande variagdo quanto a rigidez das telas, sendo que, para valores maiores ocorre menor
deformacao elastica resultante da aplicacdo de uma determinada tensdo e por consequéncia
maior a rigidez do material. Essa propriedade estd diretamente relacionada a um possivel
desconforto aos pacientes pos-implantagdao da tela, uma vez que a falta de correspondéncia
dos modulos de elasticidade da tela e da membrana tecidual estabelece uma transmissdo
inadequada de cargas na interface implante-tecido levando a complicacdes clinicas, risco de
recorréncia e dor pos-operatoria [265]. A alta rigidez do implante tem sido associada a erosao
tecidual [266], enquanto uma rigidez muito baixa implica em uma fungdo de suporte
insuficiente [267].

Apesar do modulo de elasticidade das telas de baixa densidade processadas terem se
mantido proximos ao da tela sem revestimento, o modulo de resiliéncia (U;), percentual de
elongacdo total das amostras (% El), sua deformagdo méxima (emsx), limite de resisténcia a
tracdo (outs) € 0 mddulo de tenacidade (U;) foram modificados.

Na Figura 55 sao mostrados os valores do percentual de elongacdo total das amostras
(% El), em que para todas as tela recobertas com filmes finos ocorreu menor elongamento
gerando amostras menos ducteis, como pode ser observado pelas curvas de tensdo vs
deformacao. Consequentemente as amostras suportam menos deformacgdes, resultando em

valores menores para deformagdo méaxima (&max) também.
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Figura 55. Ductilidade (% El) para as telas de baixa densidade. * p valor < 0,05.
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DuBay et al. [268] indicam que o uso de telas no reparo da hérnia ventral aumenta a
elasticidade da parede abdominal, o que resulta em menores taxas de recorréncia. Porém, uma
resposta inadequada de tracdo da tela pode resultar em uma dificuldade de elongamento,
levando a resultados funcionais fracos, dor, recorréncia ou prolapso. O elongamento da malha
também leva a perda de porosidade efetiva na maioria das telas, o que € um aspecto
importante para a reacao do corpo estranho e formagao de cicatrizes [269].

Dos resultados, foi visto que as amostras de tela de baixa densidade revestidas com os
filmes finos suportam menor deformacgao plastica até seu rompimento, e do grafico de tensao
vs deformacgdo também podemos verificar que todas as curvas das amostras recobertas com
filmes de prata estdo abaixo das curvas do polimero sem tratamento e tratado com filmes de
DLC. Portanto, seu limite de resisténcia a tracdo (oyrs) € moddulo de tenacidade (Uy)
apresentam diferenca estatistica em relagdo a tela sem tratamento, como mostrado nas Figuras

56¢57.
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Figura 56. Mddulo de tenacidade para as telas de baixa densidade. * p valor < 0,05.

A deposicao dos filmes finos de prata nas telas poliméricas de baixa densidade
causaram a diminui¢ao da tenacidade do material, ou seja, sua capacidade de absorver energia
até o rompimento. Estes implantes estdo sujeitos a pressao intra-abdominal ao se realizar
exercicios fisicos, espirrar e tossir. Em estudos Cobb et al. [270] identificou uma pressao
maxima de 22,7 kPa (171 mmHg) para diferentes situagdes fisicas, portanto, para materiais

sujeitos a pressao e impacto, a tenacidade € uma propriedade extremamente importante.
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Figura 57. Limite de resisténcia a tragao para as telas de baixa densidade. * p valor < 0,05.

O limite de resisténcia a tracao das amostras também diminui para o revestimento com
filmes de prata, portanto, as propriedades mecanicas das telas de baixa densidade tratadas
com os nanofilmes de prata foram comprometidas.

O modulo de resiliéncia (U;) consiste na capacidade de um material absorver energia
quando ¢ deformado elasticamente, e apds o descarregamento, recuperar essa energia. Todas
as amostras de tela revestidas, com exce¢do da amostra A3, apresentaram valores menores de
resiliéncia em relagdo a tela polimérica sem tratamento como mostrado na Figura 58. Este
resultado indica que o processamento a plasma nas telas de baixa densidade levam a uma
menor resiliéncia do implante, ou seja, a capacidade do material absorver energia antes de se
deformar plasticamente.

A deformacgao plastica do material vista do ponto de vista atdmico ocorre devido a
ruptura de ligagdes com os atomos vizinhos, seguida da formagdo de novas ligacdes e
reposicionamento relativo entre os atomos. Entdo mesmo que a tensdo causadora da
deformacao seja removida, os 4tomos ndo retornarao as suas posig¢des originais, 0 que nao ¢
desejavel para materiais poliméricos utilizados como implantes em diversas aplicagdes

médicas.
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Figura 58. Mddulo de resiliéncia para as telas de baixa densidade. * p valor < 0,05.

A Figura 59 mostra a tela de alta densidade antes e apds a realizacdo do ensaio de
tracdo, na qual ¢ possivel observar que ocorre falha mecanica devido a deformacao plastica
das fibras, mas em fun¢ao da sua conformacdo téxtil ndo ocorre o rompimento da peca. Ja a
tela de baixa densidade teve maior elongamento da amostra com rompimento das fibras

poliméricas constituintes da malha, como pode ser visualizado na Figura 60.

Figura 59. Tela de alta densidade antes e depois do ensaio de tracao.

As telas que apresentam direcdo preferencial de seu entrelagamento geralmente sao
anisotropicas e sua orientacdo correta ¢ fundamental para garantir a compatibilidade

biomecanica do implante com a parede abdominal sob cargas intra-abdominais. Apesar dos
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potenciais efeitos adversos da fixagcdo da tela no organismo numa orientagdo incorreta, poucas
investigacdes sobre o comportamento anisotropico dos implantes comumente utilizados nos

ultimos 50 anos ndo estao presentes na literatura [271, 272].

Figura 60. Tela de baixa densidade antes e depois do ensaio de tracao.

Pode-se concluir que existe a necessidade de se caracterizar a tela em termos do
material, estrutura e orientacdo, de modo a combinar o comportamento biomecanico da
parede abdominal. As telas sintéticas com diferentes propriedades mecanicas sdo tratadas
como uniformes e intercambidveis, porém, a compreensdao dessas propriedades para
identificacao do implante mais apropriado para cada paciente juntamente com a implantagao
em uma posi¢do apropriada ¢ extremamente importante. A vista disso, é possivel evitar a falta
de correspondéncia mecanica implante-tecido melhorando sua fixagdo e permitindo portanto

sua integra¢do otimizada no tecido hospedeiro [273, 274].
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4.2 Caracterizacio bioldgica

Estudos do comportamento celular in vitro sobre a superficie de diferentes
biomateriais sao normalmente efetuados como uma triagem inicial da biocompatibilidade,
reduzindo substancialmente a necessidade de ensaios in vivo, devido a diminui¢cao do nimero
de materiais com potencial para aplicabilidade clinica [275].

A caracterizagcdo biologica de um dispositivo médico possibilita a correlagdo dos
parametros fisico-quimicos com a resposta celular, onde a avaliagdo in vitro da
biocompatibilidade das telas cirtrgicas revestidas com nanofilmes de DLC e prata foi
realizada pelo teste de citotoxicidade em cultivo celular e sua potencial atividade antibiofilme

investigada com cepas bacterianas e fungica.

4.2.1 Avaliacao da Citotoxidade

Materiais médicos podem apresentar efeito toxico para as células como alteracdes na
permeabilidade da membrana, inibicdo enzimatica e a morte celular. A citotoxicidade pode
ser definida, portanto, como qualquer agente ou processo que cause efeito toxico a nivel
celular [276]. A anélise in vitro da citotoxidade das telas sintéticas de uso cirurgico usando o
método colorimétrico MTT, avalia a capacidade das células vidveis de converter o sal MTT

em cristais de formazan de coloragao purpura [277], como mostrado na Figura 61.
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Figura 61. Foto do ensaio MTT de citotoxidade evidenciando a mudanca de coloragao.

Os percentuais de viabilidade celular podem ser classificados como ndo citotoxico
(>90% de viabilidade celular), levemente citotoxico (80-89% de viabilidade celular)
moderadamente citotoxico (50-79% de viabilidade celular) e severamente citotoxico (<50%
de viabilidade celular) [278]. A porcentagem da atividade celular apresentada na Figura 62 foi

calculada considerando o controle negativo como 100% de viabilidade celular.
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Para a regulamentacao de dispositivos médicos, o ensaio de citotoxicidade ¢ parte da
avaliacdo da biocompatibilidade, no qual métodos de teste especificos sdo escolhidos com
base nas caracteristicas tecnoldgicas e uso pretendido de um dispositivo. A andlise
estatistica da viabilidade celular para as telas poliméricas ndo mostrou diferenga entre os
grupos controle, referente aos pogos sem amostras, € o tratamento contendo os grupos PP da
tela pura e as amostras recobertas com nanofilmes de DLC e prata. Esse resultado confirma a

ndo toxicidade das amostras em nivel celular.
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Figura 62. Comparagao da viabilidade celular (%) por MTT.

Estudos de citotoxicidade a partir do contato direto e do extrato de nanofilmes de prata
depositados via magnetron sputtering apresentaram alta viabilidade celular para os extratos e
redugdo significativa para o contato direto. Numerosos estudos publicados de dispositivos
médicos revestidos com prata apresentaram prevencao de infeccdes mas também potencial
citotoxico [103].

Esses resultados destacam o valor do teste de citotoxicidade por contato direto na
predicao de interagdes biologicas com células e tecidos. Ao contrario dos materiais revestidos
com prata relatados na literatura [103, 187, 188] o presente estudo ndo demonstrou
citotoxicidade dos nanofilmes de prata por contato direto possivelmente devido a uma menor
espessura dos filmes, menor concentragao e formacao de nanoestruturas.

A caracterizagdo fisico-quimica minuciosa do material ¢ indiscutivelmente necessaria
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para a compreensao dos fatores relevantes na interagdo dos nanofilmes com entidades
biologicas, ja que diferentes métodos e parametros de fabricagdo influenciam diretamente nas
caracteristicas da superficie dos dispositivos médicos que, em ultima analise, determinam a

sua biocompatibilidade.

4.2.2 Aderéncia microbiana

Infecgdes por fungos do género Candida vém aumentando consideravelmente nas
ultimas décadas principalmente em individuos imunocomprometidos [278, 279], causando
desde infecgdes superficiais de pele até¢ infecgdes sistémicas que ameacam a vida [280]. Na
Figura 63 verifica-se que a colonizacao por Candida albicans nas telas sintéticas mostra

diferenca estatistica somente para as amostras revestidas com nanofilmes de DLC.
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Figura 63. Log UFC/amostra para Candida albicans. * p valor < 0,0005.

Os filmes de DLC sao revestimentos conhecidos como superficies favoraveis a
proliferagao celular por sua alta biocompatibilidade, consequentemente estas amostras
apresentaram valores elevados de UFC/amostra proporcionalmente ao aumento da espessura
dos filmes e a maior disponibilidade de materiais carbonosos. Candida albicans ¢

denominado fungo dimorfico porque prolifera na forma de fermento ou na forma de hifa,
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onde a mudanga morfoldgica ¢ resultado de interacdes complexas de fatores externos e
internos [282].

Os biofilmes se formam em um processo sequencial, incluindo aderéncia de células de
levedura ao substrato, proliferagdo celular, formacao de células de hifas na parte superior do
biofilme, acumulacdao de matriz extracelular e, finalmente, dispersao de células do complexo
de biofilme [279]. Nas imagens de MEV com aumentos progressivos de 500x, 1.000x e
5.000x apresentadas na Figura 64, supde-se que formacao do biofilme fungico esta em
diferentes etapas de crescimento para as amostras revestidas com DLC em comparagdo com a

tela polimérica sem processamento.

Figura 64. MEV da formagao do biofilme de Candida albicans nas telas sem processamento

(PP) e revestidas com nanofilmes de DLC.

As células simples crescem por brotacdo assimétrica, formando colonias lisas e
redondas como indicado pelas setas na primeira coluna referente a tela de polipropileno pura.
A superficie hidrofébica do polimero evita a fixagdo microbiana na superficie, porém, os
processos hidroliticos e a secre¢do de enzimas especificas que facilitam a penetragao ativa de

células acarretam na formacdo de sulcos nas fibras, disponibilizando os mondmeros
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poliméricos que atuam como fonte de carbono para o crescimento do microrganismo [279],
levando assim a degragao do implante.

Das micrografias também foi verificado que os nds entre as fibras da tela constituem
um ambiente favoravel ao desenvolvimento microbiano, sendo o local preferencial da
aderéncia microbiana incial levando a posterior dispersao e colonizagao do implante. As
células de levedura induzem a formacdo de hifas a partir da evaginagdo celular e o
alongamento de um tubo germinativo continuo [282], caracteristico do estado inicial do
desenvolvimento do biofilme como demarcado pelas setas na segunda coluna (amostra C100).
A divisao nuclear ocorre entre a célula mae e filha onde o nicleo migra para o tubo germinal
que se prolonga e se divide, em seguida, um nacleo migra para a célula mae e o outro se move
para a ponta do tubo germinativo alongado. Este movimento complexo do ntcleo durante as
etapas iniciais do desenvolvimento de hifas ¢ orquestrado por microtibulos [283].

As células de levedura e hifas ndo sao os Unicos estados morfologicos que ocorrem
naturalmente no biofilme de C. albicans, também podemos encontrar células brancas de
forma ovoide atribuidas a leveduras em brotacdo e células opacas que geram colonias
cinzentas com células maiores e alongadas, sugerindo que estas podem representar um
fendtipo intermediario entre as formas de levedura e hifa [283, 284].

Também sdo encontrados padrdes de crescimento que envolvem alongamento celular
extensivo sem a formacao de hifas verdadeiras, denominada de forma pseudo-hifatica. Seu
crescimento implica na formagao de células alongadas que permanecem em cadeias mas sao
separadas por constriccdes [283] coexistindo com outras morfologias durante infecgdes [282].
Os processos de diferenciagdo a partir da evaginagdo celular e formagao de pseudo-hifas estdo
indicados na terceira coluna para a amostra C200.

Ja para a amostra C300 foi constatada a presenca de todas as morfologias celulares
descritas previamente com uma maior quantidade de hifas, que sdo elementos essenciais para
proporcionar integridade estrutural e arquitetura multicamada caracteristica de biofilmes
maduros/totalmente desenvolvidos [285]. Esta amostra sugere alta viruléncia do biofilme
devido ao crescimento do repertorio completo de formas morfologicas: leveduras, células
brancas, células opacas, pseudo-hifas e hifas verdadeiras (indicado pelas setas).

As hifas sdo estruturas mais invasivas que conseguem escapar das células fagociticas e
as células de levedura podem se disseminar na corrente sanguinea, portanto, a morfologia
celular contribui para a sobrevivéncia de C. albicans no hospedeiro [282]. A plasticidade
morfologica ¢ um componente critico da viruléncia do patogeno fungico C. albicans, onde o

contato com uma superficie ¢ um fator determinante para adesao celular, desencadeamento da
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formagao de hifas e desenvolvimento do biofilme [279]. A compreensao detalhada dos papéis
das formas morfologicas encontradas e como sao reguladas pode proporcionar informagdes

importantes sobre as estratégias de controle desse patogeno.

A formagdo de biofilme de Staphylococcus aureus nas telas de polipropileno é
apresentado na Figura 65. O bactéria Gram-positiva S. aureus representa de 53 a 75% de
todos os casos de infe¢do de telas cirtirgicas, onde 63% das cepas isoladas sdo resistentes a

meticilina (MRSA) [286].
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Figura 65. Log UFC/amostra para Staphylococcus aureus. * p valor < 0,05.

Novamente os resultados mostram diferenga significativa na formagao de biofilme
bacteriano nas amostras de tela recobertas com nanofilmes de DLC (amostras C200 ¢ C300).
Porém, diferente do biofilme fiingico, o fator determinante na interacdo das superficies com a
bactéria Gram-positiva ndo aparenta ser a espessura dos filmes e sim a propor¢ao das ligacdes
sp> do carbono amorfo tipo diamante.

O DLC ¢ uma classe de materiais em que sua estrutura e ligagcdes quimicas
influenciam diretamente na adesdo bacteriana [287, 288]. O desempenho antibacteriano do
DLC foi relacionado a varios mecanismos, € estd principalmente associado aos danos fisicos
do contato direto com o material causando comprometimento da membrana e liberacao de
metabolitos intracelulares [289].

A amostra C100 foi o material sintetizado que apresentou maior quantidade de
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ligagdes sp° na matriz carbonosa, o que pode dificultar a adesdo bacteriana e a subsequente
colonizagdo da superficie. Este resultado estd de acordo com trabalhos da literatura que
identificaram alta atividade antibacteriana para filmes com diferentes conteudos de ligacdes
sp> [289, 290]. Como visualizado nas analises de AFM, esta amostra também nio apresentou
a formag¢dao de um filme uniforme, onde a exposicao de regides do substrato polimérico
também pode dificultar a formacao do biofilme.

As imagens de MEV com aumentos progressivos de 500x, 1.000x e 5.000x
apresentadas na Figura 66 evidenciam as diferencas na coloniza¢ao microbiana de S. aureus

na superficie das telas.

Figura 66. MEV da formacao do biofilme de Staphylococcus aureus nas telas sem

processamento (PP) e revestidas com nanofilmes de DLC.

Nas micrografias da tela sem tratamento (primeira coluna) pode-se identificar a etapa
inicial da formagdo de biofilme por S. aureus com a adesao e multiplicagdo celular em um
"gramado" confluente. As setas estdo indicando a alta infiltracdo de entidades bioldgicas nas
fibras do polimero conduzindo a degradacao e falha futura.

Para a amostra C100 (segunda coluna) observa-se uma menor infiltragdo do substrato
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polimérico, e a formagao de estruturas tubulares induzidas por S. aureus indicadas pelas setas.
Estas estruturas surgem devido a presenca de nuclease estafilocdcica, que ocupa um papel
importante na reparacdo da molécula de DNA eliminando nucleotideos danificados ou
incompativeis, que resultam de erros durante os processos de replicacdo e duplicacao [291].
Tais alteragcdes no DNA bacteriano possivelmente ocorrem devido a presenca de estruturas do
tipo diamente (ligagdes sp’), gerando assim a formacdo de estruturas tubulares como
mecanismo de defesa para evitar a destrui¢ao celular.

Ja a amostra C200 mostrou um biofilme com celulas de Staphylococcus aureus
apagadas por matriz robusta de polimero extracelular que proporciona a colonizagcdo do
biofilme na superficie da fibra, e para a amostra C300 observa-se uma estrutura de biofilme
maduro com grandes quantidades de cé¢lulas de coccoides embutidas na matriz extracelular. O
crescimento de biofilmes nas amostras C200 e C300 também leva a infiltracdo e destruicao
das fibras poliméricas como indicado nas setas.

Como as infecgdes protéticas sao em grande maioria causadas por S. aureus, a
fabricagdo de telas de polipropileno revestidas com nanofilmes de DLC com alto teor de
ligagdes sp° pode levar ao sucesso do implante in vivo devido ao efeito direto na prevengio
dessas infecgdes.

Apesar do revestimento do implante com nanofilmes de prata ndo ter diminuido a
colonizagdo do material em relagdo ao polimero puro, as imagens de MEV dessas amostras
apresentadas na Figura 67 apontam menor quantidade de fissuras correlacionadas a infiltragao
e degradacao do polipropileno. Portanto, a deposi¢cdo de revestimentos nanométricos nas telas
de polipropileno de uso cirurgico pode diminuir a degradacdo e falha do material em

ambientes biologicos.

Figura 67. MEV 500x da formacao do biofilme de Staphylococcus aureus nas telas revestidas

com nanofilmes de prata.

A formagao do biofilme de Escherichia coli nas telas sintéticas, apresentado na Figura

68, mostra um aumento significativo nas contagens de UFC/amostra chegando a
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aproximadamente 10° UFC para a amostra C200. A concentracio elevada de coldnias
presente na superficie das telas indica maior dificuldade na inibi¢ao desse microrganismo
devido a complexidade de sua parede celular.

A amostra C200 possui grande quantidadade de ligacdes duplas de espécies oxidativas
do carbono na superficie e maior energia de superficie e maior energia de superficie, o que
parece ser um fator determinante para a proliferagdo de coldonicas de E. coli no biomaterial. A
maior hidrofilicidade e energia superficial proporcionam superficies favoraveis a adesdo e
proliferagao celular, e a presenca de duplas ligacdes do carbono contribui na remocao de

radicais de superdxido (O,"7) que esta relacionado a interagdes celulares desfavoraveis [226].
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Figura 68. Log UFC/amostra para Escherichia coli. * p valor < 0,01.

Na Figura 69 sdo apresentadas as imagens de MEV com aumentos progressivos de
500x, 1.000x e 5.000x das telas cirargicas infectadas com a bactéria Gram-negativa. As
micrografias mostram um grande nimero de anexos bacterianos iniciais € uma maior
colonizagdo das fibras poliméricas em relagdo a bactéria Gram-positiva estudada
anteriormente. Novamente, a formagao de biofilme na tela de polipropileno induz a formagao
de sulcos e a infiltracdo no material (indicado pelas setas) em compar¢cdo com as amostras
revestidas com nanofilmes de DLC, amostra C100 e C300 apresentadas na coluna dois e
quatro, respectivamente. Esses amostras apresentaram arquitetura bidimensional do biofilme

com formagdo reduzida de matriz extracelular, sugerindo que essas superficies possuem a
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capacidade de inibir a formacao de biofilmes maduros de E. coli in vitro.
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Figura 69. MEV da formagdo do biofilme de Escherichia coli nas telas sem processamento

(PP) e revestidas com nanofilmes de DLC.

A maturagdo do biofilme corresponde ao seu crescimento tridimensional que ocorre
ap6s a ligacao inicial a superficie, principalmente devido as interagdes bactérias-bactérias
gracas a formacdao de uma matriz extracelular expessa, como observado na amostra C200
[292]. A interacdo celular com essa superficie promove uma resposta adaptativa nas células
de E. coli levando a uma maior adesao e formacao de um biofilme estavel. Este crescimento
tridimensional, indicado nas setas, favorece o desmebramento de colonias da superficie do
material e a disseminagdo da infec¢ao para outros locais.

As amostras revestidas com nanofilmes de prata, Figura 70, também apresentam uma
maior integridade das fibras de PP, onde o revestimento evita a infiltragao celular e degragao
do implante mas nao inibe de fato a colonizagdo superficial. O estudo da colonizagdo e
formacgdo de biofilmes em superficies representa um campo de investigacao que se expande
rapidamente, onde a compreensao da complexidade dos fendmenos envolvidos no contato
superficial e crescimento da comunidade sdo importantes para concepcao de novas estratégias

de sintese e modificagdo de materiais com propriedades antibiofilme.
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Figura 70. MEV 500x da formag¢ao do biofilme de Escherichia coli nas telas revestidas com

nanofilmes de prata.

Os valores de UFC por amostra para os ensaios de formacdo de biofilme dos
microrganismos Candida albicans, Staphylococcus aureus e Escherichia coli nas telas sem
processamento e revestidas com nanofilmes de DLC e prata se encontram no Apéndice. Em
resumo, os resultados in vitro para as amostras de tela revestidas com nanofilmes de DLC
mostraram que o fator determinante na proliferacdo microbiana estd relacionado a diferentes
parametros fisico-quimicos e topograficos para cada microrganismo estudado. Na literatura
também foi relatado que o mecanismo de inibi¢do de filmes de DLC pode variar conforme a
espécie microbiana [289], o que possibilita o controle de suas propriedades a partir da sintese
para atingir agdo especifica contra determinado microrganismo.

A rugosidade dos nanofilmes depositados na tela de polipropileno e tamanho das
estruturas presentes na superficie para nao apresentaram efeito decisivo sobre o desempenho
antibiofilme das amostras estudadas, porém, o recobrimento uniforme da superficie das
amostras correlaciona-se com o crescimento celular. De acordo com Zhou et al. [293], dentre
varios parametros interfaciais dos materiais, a composicdo quimica da superficie ¢ a
rugosidade sdo determinantes nas interagdes implante-bactérias. Uma superficie rugosa tem
uma area de superficie maior, o que aumenta a possibilidade de contato e colonizagdo de
bactérias [293-295]. Contudo, Flint et al. [296] mostraram que a rugosidade da superficie
somente tem efeito sobre a adesdo e aprisionamento das bactérias quando se aproxima do
tamanho das células (~ 1,0 um), o que esta muito acima dos valores de Rz ¢ Rms dos filmes
sintetizados neste trabalho.

Do ponto de vista fisico-quimico, a adesdo microbiana a uma superficie ¢ determinada
por interagdes eletrostaticas e hidrofobicas/hidrofilicas. Os resultados da colonizacdo de
biofilmes para os diferentes microrganismos testados nao mostraram diferenca estatistica para
as amostras de tela pura e revestidas com nanofilmes de prata. O que pode estar relacionado

com os valores de baixa energia de superficie e elevado angulo de contato muito proximos
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apresentando, portanto, com inibigdo equivalente na formacao de biofilmes para o polimero
puro e com nanofilmes de Ag. Tais propriedades sao consideradas antiadesivas, o que leva a
dificuldade de fixagdo de bactérias na superficie que, portanto, ndo sdo capazes de formar
colonias sobre o material [290].

Apesar da prata ser um agente antimicrobiano bem conhecido e ter um amplo espectro
de atividade, seu mecanismo de a¢cdo ndo ¢ totalmente compreendido. No entanto, sugere-se
que o comportamento antimicrobiano da prata pode ser alcancado através da liberagao de ions
Ag’, da interacdo de nanoparticulas de prata com bactérias e da formagao de espécies reativas
de oxigénio (ROS) [251].

A morfologia da prata (nanoparticulas, aglomerados ou filmes) parece influenciar na
sua eficiéncia antibacteriana, o que em muitos casos correlaciona-se com as mudangas na
ionizacdo da prata. As nanoparticulas tendem a ionizar mais facilmente e interagir
diretamente com as bactérias promovendo a sua destruicao quando comparado com um filme
compacto [251]. Também foi proposto que as nanoparticulas de prata geram mais ROS do
que ions de prata [297], o que significa que as caracteristicas morfologicas da prata também
determinam a produ¢ao de ROS, porém, o processo de liberagdo de Ag + ¢ a principal causa
de formagao de ROS [298]. A presenca dessa espécie esta relacionada ao comportamento
antibacteriano da prata.

Rebelo et al. [299] mostraram que em filmes finos de prata a ionizagdo da prata ¢
insuficiente ou inexistente e, consequentemente, nenhuma atividade antimicrobiana foi
observada. Outros resultados [251] sugeriram que a formacao de espécies reativas de oxigénio
poderia ser o motivo principal na obtengdo de propriedades antibacterianas, uma vez que
revestimentos de oxido de prata apresentaram atividade antibacteriana ao contrario de
revestimentos uniformes de prata.

Ninganagouda et al. [300] demonstraram que as nanoparticulas de Ag em contato com
bactérias inibiram seu crescimento devido a formagao de ROS, e quando foi adicionado um
antioxidante as nanoparticulas de Ag o comportamento antibacteriano nao foi observado.
Além disso, como demonstrado por Ferreri et al. [301], a incorporagdo de prata oxidada em
revestimentos pode inibir o crescimento bacteriano, pois permite a sintese de OH em

ambientes aquosos de acordo com a reagao:

Ag,0+H,0=2Ag +20H
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Logo, ¢ possivel melhorar as caracteristicas antimicrobianas dos nanofilmes de prata
formando espécies reativas de oxigénio na superficie visando uma agdo mais efetiva devido
ao carater toxico dessas espécies para as células bacterianas. O melhoramento do efeito
antimicrobiano também pode ser alcancado aumentando a espessura dos filmes finos para
haver maior disposi¢ao de material para ionizagdo e liberagdo da superficie, contudo, os
ensaios antimicrobianos e estudos de toxicidade devem ser sempre realizados para inser¢ao da
acdo contra microrganismos sem comprometer a biocompatibilidade do material.

O polipropileno por ser um material hidroféobico e quimicamente inerte, pode
dificultar a adesdo incial e a subsequente colonizacao por microrganismos, no entanto, estas
mesmas caracteristicas podem conduzir a interagdes fracas com células, sangue e tecidos, e
reagOes adversas como inflamagao, coagulagdo e reagao de corpo estranho [94].

Consequentemente, uma superficie quimicamente ativa pode ser util na implantagao
do dispositivo onde a interacao do material com células ¢ favorecida por superficies ativadas,
aumentando sua biocompatibilidade. Uma superficie quimicamente ativa também tem a
capacidade de reagir e estabelecer ligacdes quimicas com biomoléculas no ambiente
circundante [245], o que levaria a uma melhor biointegracdo das telas revestidas com
nanofilmes de prata e DLC em relagdo ao polimero puro.

A auséncia de efeito antibiofilme das amostras revestidas pode ndo ser um problema in
vivo, onde a presenca de superficies bioativas ajudam na formacdo de um filme bioldgico
natural na superficie do implante, impedindo que os microrganismos se fixem
permanentemente [209]. Conjuntamente, a modificacdo superficial do implante com
nanofilmes de DLC e prata pode limitar danos aos tecidos circundantes advindos de uma
intensa resposta imunologica, porém sem efeito direto na prevencgdo ou cura da infecgao.

Também ¢ importante descatar que na literatura sdo encontrados poucos trabalhos a
respeito da modificagdo superficial de telas de polipropileno por magnetron sputtering, sendo
um deles de autoria propria [302] sobre a agdao antimicrobiana e antibiofilme de revestimentos
de Me-DLC com diferentes metais. J4 Cohen et al. [303] estudaram somente a acgdo
antimicrobiana por ensaios de difusdo de telas revestidas com prata nanocristalina, ¢ Muzio et
al. [304] além da acdo antimicrobiana estudaram a biocompatibilidade dos revestimentos de
Ag/Si0s.

Ainda com a publicac¢ao dos trabalhos acima citados, nenhum dos estudos realizaram
uma investigacao sistematica das propriedades mecanicas e fisico-quimicas do implante
processado, concomitantemente, ndo ha nenhum relato sobre a deposicao de nanofilmes de

DLC na superficie de telas cirargicas.
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S Consideracoes Finais

As propriedades de superficie sdo fatores importantes na concepcao de dispositivos
médicos, onde a topografia, composicdo, energia superficial e molhabilidade sdao as
propriedades consideradas mais importantes. As propriedades da superficie afetam os
processos de adesdo, distribuicao, proliferacao e diferenciagdo celular. Apesar do tratamento
das telas de polipropileno por magnetron sputtering ser um processo superficial, a
modificagao de propriedades mecanicas e de adesdao microbiana nas fibras indicam que o
melhoramento de implantes poliméricos nao ¢ algo trivial.

Todas as amostras estudadas foram revestidas com filmes finos de até 20 nm de
espessura, denominados nanofilmes, o que acarreta dificuldade na caracterizagdo do material
e quando sintetizados na superficie de materiais poliméricos, une-se a outra problematica
referente a sua degradacao devido a utilizagdo de técnicas que aplicam altas fontes de energia.

O estudo sistematico das propriedades fisico-quimicas € extremamente importante
para o entendimento dos processos envolvidos na interagdo dos nanofilmes com sistemas
biologicos. Das anélises de AFM e MEV ¢ possivel observar a modificacdo superficial do
polipropileno, a dinamica de crescimento dos nanofilmes e suas respectivas diferencas
topograficas. A variacdo na morfologia e na distribuicao de estruturas na superficie das telas
esta diretamente relacionada com a poténcia aplicada para a deposi¢ao dos nanofilmes.

Os grupos funcionais presentes no material foram verificados por FT-IR e XPS,
indicando o comprometimento das cadeias poliméricas da tela dependendo do parametro de
processo utilizado, e a modificagdo na composi¢ao dos grupos quimicos superficiais.

O polipropileno por ser um material hidrofobico e quimicamente inerte, dificulta a
adesdo inicial e a subsequente coloniza¢do por microrganismos, no entanto, estas mesmas
caracteristicas conduzem a interagdes fracas com células, sangue e tecidos, e reagdes adversas
como inflamacdo, coagulagdo e reacdo de corpo estranho. Propriedades equivalentes de
molhabilidade e energia superficial foram encontradas para os nanofilmes de prata, levando
aos mesmos resultados nos ensaios biologicos de adesao microbiana. A rugosidade na escala
nanométrica das amostras depositados ndo apresentou efeito decisivo na aderéncia
microbiana, e portanto, a caracteristica mais importante na adesao e proliferacao celular foi a
energia de superficie.

Apesar dos revestimentos com nanofilmes de prata ndo terem diminuido a colonizagao

de biofilmes fingicos e bacterianos em relacao ao polimero puro, os resultados sugerem uma
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menor infiltracdo celular e degradagdo do substrato polimérico. A presenca dos nanofilmes na
superficie do implante promove a protecdo do polimero, o que pode evitar a falha e
necessidade de remocao do implante em ambientes biologicos.

As infec¢des protéticas sdo em grande maioria causadas por Staphylococcus aureus
(até¢ 75%), e de acordo com os resultados obtidos a fabricagdo de telas de polipropileno
revestidas com nanofilmes de DLC com alto teor de ligacdes sp’ pode levar ao sucesso do
implante in vivo devido ao efeito direto na prevengdao dessas infecgdes. A maior energia
superficial desses revestimentos também auxilia na cicatrizagdo de feridas e no crescimento
de tecido sugerindo assim uma melhoria na biointegracao do implante.

O efeito antibiofilme equivalente das amostras revestidas em relacdo a tela nao tratada
pode nao ser um problema in vivo, ja que superficies bioativas contribuem na formag¢ao mais
rapida de um filme bioloégico natural na superficie do implante, impedindo que os
microrganismos se fixem permanentemente. Conjuntamente, implantes com superficies
quimicamente ativas podem estabelecer ligacdes quimicas com biomoléculas no ambiente
circundante e limitar danos aos tecidos circundantes advindos de uma intensa resposta
imunologica, o que levaria a uma melhor resposta in vivo das telas revestidas com nanofilmes
de prata e DLC em relagdo ao polimero puro.

Estudos de citotoxicidade mostram alta viabilidade celular tanto para a tela de
polipropileno sem processamento quanto para as amostras recobertas com nanofilmes de DLC
e prata. Apesar da utilizagdo frequente da prata para efeito antimicrobiano, muitas vezes seu
papel potencialmente benéfico (biocompatibilidade/citotoxicidade) precisa ser ponderado
contra seus potenciais danos aos microrganismos em uma avaliacao de risco, o que muitas
vezes ndo ocorre na literatura.

Este trabalho serve de base para futuras orientagcdes na pesquisa do aperfeigoamento
dos materiais comerciais mais utilizados no reparo de hérnias a partir de modificagdes

superficiais com nanofilmes de DLC e prata.
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6 Conclusao

A partir do trabalho experimental realizado e dos resultados obtidos conclui-se que os
parametros de deposi¢cdo utilizados no revestimento de telas poliméricas de uso cirurgico
devem ser escolhidos com cautela buscando a inser¢cdo de efeito bioldgico adicional, como
propriedades antimicrobianas e integragdo tecidual, simultaneamente com a manutengao das
caracteristicas estruturais do implante.

Também ¢ possivel inferir que a energia de superficie e a composi¢do dos grupos
quimicos superficiais sdo as caracteristicas mais importantes na aderéncia e proliferagao
celular no biomaterial. Deste modo, a confec¢do de superficies bioativas em dispositivos
médicos comerciais pode beneficiar no sucesso do implante, diminuicao de gastos relativos a

cirurgia e internagdo, € consequentemente no bem estar do paciente.
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7 Trabalhos Futuros

Como trabalhos futuros sdo sugeridos os seguintes estudos:

* Sintese de nanofilmes de prata com maior quantidade de espécies oxidativas.
* Sintese de nanofilmes de DLC com diferentes quantidades de ligacdes sp’.

* Estudo sistematico de filmes finos com maior variacao de espessura.

* Estudos de processos de nucleagao de nanoestruturas.

* Sintese de nanofilmes por outras técnicas de deposigao.

* Modicacao superficial de diferentes biomateriais poliméricos.

* Andlise in vivo dos implantes processados.
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Apéndice

UFC/amostra - Candida Albicans

PP A3 AS A7 C100 C200 C300

2100000 350000 690000 1300000 6500000 13000000 3700000

210000 1200000 640000 450000 4300000 7000000 5100000

140000 540000 450000 670000 7000000 6100000 15000000

130000 330000 360000 2000000 6000000 4800000 13000000

250000 1800000 2000000 1900000 7400000 4900000 15000000

210000 230000 250000 380000 4200000 5500000 5400000

340000 26000 380000 200000 2700000 5400000 6600000
65000 290000 200000 440000 3300000 4200000 5300000
250000 150000 290000 370000 3200000 6000000 4200000
130000 61000 240000 560000 3700000 4900000 3300000
UFC/amostra - Staphylococcus aureus

PP A3 AS A7 C100 C200 C300
100000 60000 40000 1000000 700000 43000000 66000000
130000 70000 41000 430000 430000 52000000 73000000
19000 47000 700000 1600000 280000 77000000 51000000
180000 800000 1900000 110000 70000 27000000 10000000
70000 4000000 400000 600000 4000000 7000000 38000000
700000 260000 200000 70000 60000 400000 180000
140000 300000 120000 180000 150000 2600000 500000
60000 1800000 300000 60000 330000 1100000 700000
110000 3700000 70000 2100000 500000 1700000 900000
160000 800000 44000 150000 700000 1300000 260000

UFC/amostra - Escherichia coli

PP A3 AS A7 C100 C200 C300

9000000 10000000 | 7000000 7000000 22000000 | 100000000 | 8000000

7000000 29000000 | 16000000 | 12000000 | 14000000 | 260000000 | 6000000

12000000 | 12000000 | 11000000 | 6000000 15000000 | 100000000 | 15000000

6000000 3000000 12000000 | 10000000 | 11000000 | 8000000 7000000

5000000 23000000 | 7000000 9000000 6000000 13000000 10000000

17000000 | 16000000 | 25000000 | 26000000 | 49000000 | 31000000 40000000

30000000 | 29000000 | 48000000 | 13000000 | 37000000 | 32000000 30000000

18000000 | 25000000 | 21000000 | 23000000 | 27000000 | 35000000 17000000

26000000 | 29000000 | 24000000 | 20000000 | 40000000 | 20000000 35000000

14000000 | 19000000 | 22000000 | 8000000 34000000 | 28000000 26000000
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diretamente relacionadas aos processos de adesdo, distribuigdo, proliferacao e diferenciagdo celular, sem
comprometer suas propriedades estruturais. A inser¢do de grupos funcionais e o aumento da energia
superficial das telas processadas pode auxiliar na cicatrizagdo de feridas e no crescimento tecidual
levando a uma melhoria na biointegracdo do implante. Das analises de AFM ¢ MEV foi observado a
dindmica de crescimento dos nanofilmes na superficie das telas e suas respectivas diferengas
topograficas. A variagdo na morfologia e distribui¢do de estruturas na superficie das telas estd
diretamente relacionada com a poténcia de descarga na deposi¢do dos nanofilmes. As ligagdes quimicas
do material foram verificadas por FT-IR e XPS, indicando o comprometimento das cadeias poliméricas
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os resultados sugerem uma menor infiltragao celular e degradagdo do substrato polimérico podendo evitar
falhas e a necessidade de remocao do implante em ambientes biolodgicos. Os resultados mostraram que os
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