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RESUMO

INTRODUCAO: Uma das limitagdes ao sucesso dos implantes é a contaminacdo com adeséo de
bactérias nas superficies e formacdo dos biofilmes. Deste modo, é necessario o desenvolvimento de
técnicas para inibir o crescimento das colénias, visando a reducédo de custos e a diminuicéo dos riscos
para o paciente. O plasma consiste num gas ionizado, formado por espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, que quando aplicado a implantes é capaz de melhorar a biocompatibilidade de suas
superficies. OBJETIVO: Comparar o efeito do plasma atmosférico a frio (CAP) e de uma
modalidade de plasma térmico de baixa pressdo, a nitretacdo, na prevencdo de contaminacao
bacteriana. METODOS: Foram utilizados trés tipos de superficies de discos de Ti: polida (grupo
controle), nitretada e tratada por CAP. Primeiramente, os discos foram lixados de maneira gradual,
polidos e limpos por tratamento de ultrassom. Uma parte dos discos foi destinada a realizar o
tratamento a CAP, em outra foi realizado o tratamento por nitretacdo. O CAP foi obtido nas seguintes
condicdes: a aplicacdo durou 15 minutos com uma distancia de 20 £ 1 mm entre a amostra e 0 aparelho
com tensdo de 15Kv, frequéncia de 600Hz e 1 L/min de hélio sobre as amostras. A nitretacdo foi
realizada a uma temperatura de 450°C durante 1h com pressdo de 1 mbar em atmosfera nitretante
(36N2 e 24H2). As cepas de Pseudomonas aeruginosas foram cultivadas aerobiamente a 37 °C com
meio Brain Heart Infusion Broth (BHI) durante 24 horas para formagé&o das col6nias. Para avaliar a
adesdo das bacterias foram incubadas aliquotas de 1mL de suspensdo bacteriana sobre o0s trés tipos
de superficie por quatro horas. Apds esse tempo de incubagdo, as amostras foram submetidas ao
processamento e analise de microscopio eletrénico de varredura. RESULTADOS: As amostras
tratadas por CAP apresentaram a menor taxa de unidades formadoras de coldnia (UFC),
predominando bactérias isoladas, auséncia da formacdo de biofilme e poucos detritos celulares.
CONCLUSAO: As superficies tratadas por CAP apresentaram maior capacidade de prevencio da
adesdo e proliferacdo bacteriana, quando comparadas com as superficies nitretadas. Essa capacidade
aliada as vantagens do método, como facil manuseio e menor custo, tornam uma promissora
ferramenta para tratamento de implantes biomédicos.
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1 INTRODUCAO

Biofilmes bacterianos sdo comunidades aderidas a superficies envolvidas em uma matriz
polimérica extracelular. Em ambientes clinicos, muitas vezes, a contaminacdo e o combate a
formacdo desses biofilmes sdo negligenciados. No entanto, mesmo com os cuidados e métodos de
esterilizacdo, os materiais e implantes utilizados sdo propensos a contaminacdo por bactérias e
formacdo do biofilme (KOO et al., 2017). Os biofilmes possuem uma estrutura complexa e devido a
iSSO possui protecdo contra o sistema imunologico e resisténcia a antibioticos, sendo responsavel pela
falha precoce do implante causada por inflamacGes dos tecidos peri-implantares (MATOS et al.,
2017).

Dispositivos médicos, geralmente, possuem condic¢Bes de hidrofilia, rugosidade e cargas
elétricas ideais aumentando os riscos de infecgcdes hospitalares, representando cerca de 25,6% das
infec¢Bes quando comparadas a outros tipos (ARCIOLA et al., 2018). Uma das bactérias que aparece
com maior frequéncia associada a contaminacdo em implantes € a Pseudomonas aeruginosa,
classificada como gram-negativa (WIJESINGHE et al., 2019). A P. aeruginosa possui a maior
frequéncia de infeccOes por pertencer a microbiota humana (YADAV et al., 2017). Além disso, essa
bactéria esta comumente relacionada a quadros de resisténcia a antibioticos (HILTUNEN et al.,
2017), portanto se faz ainda mais necessario produzir implantes mais resistentes a colonizacao
bacteriana atraves de métodos acessiveis e baratos.

O plasma consiste em um gas ionizado por fétons UV, elétrons, ions, neutros e radicais livres
que sdo gerados pela aplicacdo de descargas elétricas sob condi¢Ges de temperatura ambiente ou em
altas temperaturas a vacuo (ALVES JUNIOR et al., 2019). O plasma pode inativar eficientemente
bactérias e a formacdo de biofilmes (AIRES et al., 2017). Contudo esses mecanismos ainda ndo séo
completamente compreendidos, mas pesquisas mostram que o plasma além de descontaminar pode
ser utilizado para funcionalizar simultaneamente a superficie do implante in vivo, removendo a
infeccdo, e a0 mesmo tempo melhorando a biocompatibilidade do implante com o tecido (FLYNN &

GILMORE, 2018). Dentre os métodos de plasma, o plasma atmosférico a frio (CAP) vem mostrando

ser um método promissor por possuir um baixo custo, dispensar sistemas de vacuo e utilizar baixas
temperaturas (MODIC et al., 2019).
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2 METODO

Foram utilizados discos de titdnio com as dimensdes pré-definidas de 13 mm de didmetro e
3 mm de espessura. Primeiramente, os discos foram lixados de maneira gradual, com lixas de carbeto
de silicio (SiC) com diferentes granulometrias, 220, 440, 600, 1500 e 2000 MESH e polidas em
solucéo coloidal 40% Silica (0,03 ) e 60% de peroxido de hidrogénio a 30% durante 30 minutos.
Apds esse procedimento todas as amostras foram limpas onde os discos foram imersos em solucéao
de 0,5% de detergente enzimatico (DEIV) em agua bidestilada em tratamento de ultrassom durante
10 minutos. Apos duas lavagens, essas amostras foram lavadas em etanol absoluto, seguida da
lavagem com &gua bidestilada e submetidas a ultrassom por 10 minutos.

Quando todos os discos estavam lavados e secos uma parte dos discos foi destinada a realizar
o tratamento a CAP durante 15 minutos com uma distancia de 20 = 1 mm entre a amostra e o aparelho
com tenséo de 15Kv, frequéncia de 600Hz e 1 L/min de hélio, como gas de trabalho. A nitretacéo foi
realizada a 450°C durante 1h com pressdao de 1 mbar em camara de vacuo hermeticamente fechada
com atmosfera nitretante (36N2 e 24H2). Apos os tratamentos, as superficies foram caracterizadas
quanto a molhabilidade, rugosidade e composicdo quimica.

A cultura bacteriana foi preparada utilizando cepas de Pseudomonas Aeruginosa (ATCC
25923). As cepas foram cultivadas aerobiamente a 37 °C com meio Brain Heart Infusion Broth (BHI)
durante 24 horas para formacéo das col6nias. Apos a formagéo das coldnias, foi realizado a coleta de
4 coldnias que foram diluidas em solucao de cloreto de sddio a 0,9% estéril para atingir uma densidade
Optica de 0,150 + 0,003 a 600 nm (Leitora de Microplacas Multimodo Spectramax M2e, Molecular
Devices, EUA). Com as dilui¢Ges prontas, foi realizado o plaqueamento com meio Plate Count Agar
(PCA) utilizando 100 pL das respectivas diluicdes para ser feito a contagem das colonias.

Para avaliar a adesdo das bactérias foi adicionado 1mL de suspensdo bacteriana 10¢
células/mL sobre as amostras, que em seguida foram incubadas durante 4 horas a temperatura de
37°C. Apobs o tempo de incubacgdo, as amostras serdo lavadas com PBS para remocao das bactérias
ndo aderidas. A fixacao foi realizada com glutaraldeido 2,5% em temperatura ambiente durante 12
horas, seguida de uma pds-fixacdo com tetréxido de 6smio 1% por 2h. Por conseguinte, realizou-se

uma lavagem com &gua destilada e desidratagdo em uma série de etanol em concentragdes crescentes

(25, 50 e 75%) durante 20 minutos cada e em etanol absoluto durante 60min. Apos a desidratacgéo, as
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amostras foram metalizadas com um filme de ouro 9 nm para permitir a visualizagdo no microscopio

eletrdnico de varredura.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A molhabilidade e composic¢do quimica sdo fatores que influenciam a adesdo e proliferacdo
de bactérias na superficie. Na analise de DRX foi possivel observar a incorporacao do nitrogénio na
forma de nitretos de titanio nas superficies nitretadas A analise de XPS mostrou a formacéao de grupos
-OH nas amostras tratadas por CAP. Grupos -OH permitem que as superficies tenham uma maior
interacdo com a é&gua, sendo um fator chave para interaces proteinas/superficies (SANCHEZ-
BODON et al., 2022; JEONG et al., 2017).

Na analise de molhabilidade verificou-se que as superficies tratadas por CAP foram altamente
hidrofilicas quando comparadas as polidas (13° £ 1.8 vs. 65° £ 4.3), respectivamente. As amostras
tratadas por nitretacdo apresentaram nitretos de titanio (TiN) indicados na estrutura cristalinas da
superficie. Essa caracteristica evidencia o0 melhoramento de aspectos, como a alta dureza, resisténcia
ao desgaste e a corrosao, o que possibilita um aumento da biocompatibilidade da amostra (SUCIU et
al., 2021). As amostras nitretadas apresentaram maior rugosidade quando comparadas com as que
foram tratadas com o CAP, caracteristica essa que permitiria a maior adesao de proteinas celulares
nas superficies com o tratamento ndo térmico (WOJTAS et al., 2021).

O tratamento de CAP (324 + 2.19 CFU) apresentou maior capacidade de prevencdo da adesao
e crescimento bacteriano quando comparado as superficies polidas (548 + 2.19 CFU) e nitretadas
(609 + 1.38 CFU). A baixa proliferacdo bacteriana nas amostras tratadas por CAP pode ser devido a
inibicdo da proteina de adesdo WSspA ou choque osmotico causado pela alta hidrofilicidade
(CONNOR et al., 2013; INOUE-SAKAMOTO et al., 2018; SOCHOCKA & BORATYNSKI, 2011).
Apesar da incidéncia de bactérias, na anélise de microscopia eletronica de varredura, o tratamento
ndo térmico demonstrou pouca conglomeracdo bacteriana, auséncia da formacao de biofilme, baixa
adesdo de bactérias e presenca de poucos detritos celulares, enquanto que no tratamento por nitretacao
e no grupo controle foi possivel identificar a formacdo do biofilme e agregados significativos de

bactérias.

4 CONCLUSAO
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As superficies de titanio tratadas pelo plasma atmosférico a frio demonstraram significativa
reducdo da adesdo bacteriana, demonstrando o potencial desse tratamento na prevencdo de
contaminacgdo bacteriana de implantes. Essa caracteristica aponta um grande avancgo para a area de
biomateriais e 0 sucesso de suas aplicacdes biomédicas, oferecendo ndo somente uma alternativa
viavel economicamente, como também poderia reduzir os indices epidemioldgicos de contaminacgdes

hospitalares e 0 uso exacerbado de antibioticos.
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