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Resumo

Resumo

As infecOes relacionadas com a implantacdo, permanente ou temporéria, de
dispositivos medicos sdo uma preocupacédo publica e um fardo econémico para entidades e
pacientes. Um dos maiores problemas inerentes a utilizacdo de implantes é o risco de
infecdes nosocomiais, especialmente as provocadas por Pseudomonas aeruginosa
(P.aeruginosa). Neste ambito, e considerando que os materiais poliméricos, em especial o
poli(tetrafluoroetileno) (PTFE), sdo muito utilizados como biomateriais, é importante
avaliar a capacidade de resisténcia microbiana deste tipo de material e, na sua auséncia,
encontrar solucdes para conferir a referida capacidade.

Neste trabalho é descrito a deposicédo e a caracterizacdo de filmes finos de PTFE, e
PTFE e poliamida (PTFE/PA), com e sem prata (Ag), por pulverizacdo catddica r.f.
magnetrdo. A incorporacdo do elemento metalico justifica-se pelas suas conhecidas
propriedades antibacterianas, mas os teores utilizados (~1% at.) tiveram em consideracéo
que concentracBes excessivas podem causar dano nas células eucariotas no local de
implante. As deposicdes foram efetuadas em atmosfera inerte de argon (Ar) e reativa por
insercdo de ar atmosférico, tendo também variado a atmosfera de arrefecimento apds
deposicao.

Todos os filmes finos sem prata ndo apresentam ordem estrutural; os filmes com
incorporacdo daquele elemento metalico sdo nanocompaositos onde a prata de dimensdes
manométricas se encontra dispersa na matriz polimérica amorfa. Com excec¢do dos filmes
finos depositados a partir de dois alvos poliméricos todas as superficies sdo hidréfobas. Os
valores de tensdo de adesdo da agua indicam que todas as superficies podem, teoricamente,
suportar adesao proteica sem iniciar a cascata de coagulagéo.

Os testes com P.aeruginosa evidenciaram gue a energia de superficie e o potencial
zeta conferem capacidades distintas no que respeita ao desempenho antimicrobiano de
cada superficie. Nenhuma das superficies sem prata foi capaz de inibir a adesdo e
proliferacdo da bactéria em estudo e, das superficies nanocompdsitas, apenas a obtida pela
deposicao dos dois alvos poliméricos PTFE/PA teve resultados positivos nos trés conjuntos

de testes in vitro efetuados. O revestimento desenvolvido provou ser eficaz na modificagéo
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de implantes de PTFE conferindo-lhes as desejadas propriedades antimicrobianas contra

P.aeruginosa.

Palavras-chave: PTFE, Pulverizacdo Catodica, Resisténcia Antimicrobiana,

Infecbes Nosocomiais, P.aeruginosa.
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Abstract

Infections related to the use, permanent or temporary, of implanted medical devices
are a public concern and an economic burden to patients and entities. One of the problems
inherent is the risk of nosocomial infections, particularly those caused by Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa). In this context, and considering that polymeric materials, in
particular poly (tetrafluoroethylene) (PTFE), are widely used as biomaterials, it is
Important to assess their ability to resist to infection and, in its absence, find solutions to
confer this capacity.

This work describes the deposition and characterization of thin films of PTFE and
PTFE and polyamide (PTFE/PA), with and without silver (Ag), by rf magnetron
sputtering. The incorporation of the metallic element is justified by its known antibacterial
properties, but the levels used (~ 1 at.%) took into consideration that excessive
concentrations can cause damage in eukaryotic cells at the implant site. The depositions
were performed in an inert, argon, and reactive atmosphere, atmospheric air, and the
atmosphere cooling after deposition was also varied.

Thin films without silver do not exhibit structural order and the films that
incorporate the metallic element are nanocomposites with silver of manometric dimensions
dispersed in the amorphous polymer matrix. With the exception of thin films deposited
from two polymeric targets all surfaces are hydrophobic. The values of water adhesion
tension indicate that all surfaces can theoretically withstand protein accession without
initiating the coagulation cascade.

In vitro tests with P.aeruginosa showed that the surface energy and the zeta
potential values provide different capabilities with regard to the antimicrobial performance
of each surface. None of the surfaces without silver was able to inhibit the adhesion and
proliferation of the studied bacteria, and for the nanocomposite surfaces only those
obtained by deposition of two polymeric targets PTFE/PA had positive results in the three
sets of tests carried out. These coatings proved effective in modifying PTFE implants with
the desired antimicrobial properties against P.aeruginosa.

Keywords: PTFE, Sputtering, Antimicrobial Resistance, Nosocomial Infections,

P.aeruginosa.
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dl : « <
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Introducdo

INTRODUCAO

As infecbes nosocomiais, em especial as do sitio cirurgico, sdo uma adversidade
para a saude publica. Quando uma bactéria consegue colonizar um dispositivo/implante e
formar biofilme, as técnicas asséticas, de esterilizacdo, bem como a utilizagdo de farmacos
ndo conseguem ser eficazes na eliminacdo da infecdo obrigando & remocdo dos
dispositivos. Um material que consiga impedir a colonizacdo e tenha a capacidade de ndo
ser toxico para as celulas eucariotas, poderéa ser a solucdo para este problema.

Para determinado tipo de implantes/proteses, tais como tenddes, ligamentos ou
enxertos vasculares, os materiais de eleicdo sdo os polimeros. De entre estes o
poli(tetrafluoroetileno) (PTFE) € um dos mais utilizados devido a conjugacdo de
excelentes propriedades mecanicas, quando comparado com outros polimeros, com a
inércia quimica e bioldgica. No entanto, no caso de infegBes nosocomiais ha situagbes em
que nem mesmo 0S materiais tradicionalmente considerados biologicamente inertes sdo
seguros. Com efeito, ha estirpes bacterianas que se destacam, pelo aspeto negativo, como é
0 caso da Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa) que ¢ um dos principais organismos
gram-negativos associados com este tipo de infecbes. O aumento da frequéncia de
P.aeruginosa resistentes a varios farmacos (MDRPA) é preocupante dado que as opcdes de
antimicrobianos eficazes estdo severamente limitadas.

O objetivo deste trabalho foi o de desenvolver revestimentos que possam ser
utilizados na modificacdo da superficie de PTFE macico e lhe confira as desejadas
propriedades antimicrobianas contra P.aeruginosa. Assim, foram desenvolvidos filmes
finos, por pulverizacdo catddica rf magnetrdo, de PTFE e de PTFE/poliamida (PTFE/PA)
com e sem a incorporacao de prata, elemento quimico conhecido pela acdo antibacteriana
do seu ifo Ag".

A caracterizagdo abidtica incluiu a avaliagdo da composi¢do quimica superficial,
dos grupos quimicos funcionais, da estrutura, da morfologia/topografia, da
hidrofilicidade/hidrofobicidade, da energia de superficie, da tensdo de adesdo da agua, do
trabalho de adesdo na interface substrato/revestimento e da carga de superficie. Os
resultados dos testes in vitro efetuados em algumas dos filmes finos desenvolvidos, com e
sem prata, foram comparados com o desempenho do PTFE macico. Estes testes incluiram

a avaliacdo da formacdo do halo de inibicdo em meio de cultura solido, a observacdo da
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capacidade das superficies, em condi¢Ges dinamicas, inibirem a formacao de biofilme em
meio liquido, e, por ultimo, avaliar a toxicidade das superficies modificadas na capacidade
da P.aeruginosa em formar col6nias viaveis.

Este trabalho estd organizado em trés capitulos: o primeiro contem o
enguadramento tedrico do problema, e aborda as infe¢cbes nosocomiais, em particular a
acao da P.aeruginosa, os materiais utilizados e as abordagens utilizadas por outros
investigadores para solucionar este tipo de infecdes; o segundo, onde s&o descritos, de uma
forma sucinta, os materiais, os métodos e as técnicas utilizados no procedimento
experimental; e o terceiro, onde sdo apresentados e discutidos os resultados do trabalho

desenvolvido.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os biomateriais sdo materiais, metalicos, ceramicos, poliméricos ou compdsitos, de
origem natural ou feitos pelo Homem, com o objetivo de complementar ou substituir as
funcbes dos tecidos vivos do corpo humano [1]. Este conceito de utilizar materiais para
melhorar/substituir uma zona lesionada ja estava presente nas civiliza¢es antigas. Com o
avanco da medicina e do conhecimento dos materiais, a implementacdo dos biomateriais
tornou-se mais eficiente e abrangente, com aplicacdes diversas, como suturas, proteses,
ligamentos, vasos sanguineos ou pacemakers. Nos ultimos anos, o uso de implantes
tornou-se uma pratica comum que veio melhorar a abrangéncia dos servigcos meédicos
prestados bem como a qualidade de vida dos pacientes [2]. No entanto, para além dos
problemas inerentes a falta de compatibilidade entre o material implantado e o tecido
celular hospedeiro, o crescimento exponencial de cirurgias para o implante de dispositivos

médicos trouxe associado o problema da ocorréncia de infecdes.

1.1. Infe¢Oes nosocomiais

Um dos maiores problemas inerentes a utilizacdo de implantes € o risco de infecGes
nosocomiais, especialmente de infe¢bes de sitio cirurgico (ISC). O Centro de Controle e
Prevengdo de Doengas define este tipo de infe¢des como “uma infegdo com um prazo de
30 dias depois de uma operacdo ou até 1 ano se um implante é deixado no lugar e a
infecdo esta relacionada com um procedimento operatério” [3].

As infecdes relacionadas com a implantacdo, permanente ou temporaria, de
dispositivos médicos sao uma preocupacao publica e um fardo econdmico para entidades e
pacientes. Apenas para dar alguns exemplos podem ser referidos dois estudos: um efetuado
no continente americano e outro no europeu. Nos Estados Unidos sdo implantados por ano,
em média, mais de 5 milhdes de cateteres venosos centrais dos quais cerca de 80000
originam infecOes relacionadas com bactérias [4]. O estudo que abrangeu quatro paises
europeus demonstrou que as infecGes relacionadas com o0 mesmo tipo de cateter
contabilizam mais de 1000 mortes, com um custo associado de 35 a 164 milhdes de euros,

por ano e por pais [5].
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O maior risco associado a qualquer infecdo bacteriana é a formacgéo de biofilme,
que pode ser definido como uma comunidade estruturada de micro-organismos que aderem
a superficies vivas ou abioticas, produzindo substancias poliméricas extracelulares que vao
funcionar como uma protegao em relacdo ao meio envolvente. Esta camada protetora torna
as bactérias mais resistentes a agentes antimicrobianos e ao sistema imunitario,
funcionando como um fator de viruléncia. Varios estudos revelaram que o aparecimento do
biofilme é o resultado de uma série de eventos. A primeira etapa ¢ a adesdo destes
microrganismos as superficies quando ainda estdo na fase planctdnica, seguida pelo
crescimento e proliferacdo de microcolénias envolvidas numa matriz extracelular de
exopolimeros. Na fase planctonica, a adesdo pode ser reversivel ou irreversivel e a
resisténcia das bactérias a sistemas de defesa é baixa. A segunda etapa, € a fase
estacionaria que é caracterizada pela formacdo de colonias e producdo da matriz
extracelular polimérica. Este comportamento da colénia leva a que o filme formado se
comporte como uma barreira fisica, que impede o normal funcionamento de agentes
antimicrobianos, do sistema imunitario do hospedeiro e conduz a um microambiente com
valores de pH e niveis de CO; distintos do restante, o que também aumenta a resisténcia
das bactérias (Figura 1) [6,7].

/ @ ¥~ (W Fase Dispersiva
e B 5] 3

1 () Fase Planctonica

\\ /,r’
/’ \l ]

—— —_—

- .v ”
reversivel irreversivel ©
il )
4 \desa

Figura 1.1 - Representacdo esquematica das fases da formagéo de um biofilme (adaptado de [7])

Quando a infegdo atinge o ponto de formacgéo do biofilme o tratamento a adotar é
muito complicado e quase nunca eficaz o que implica, na maioria dos casos, a remogéo do
implante infetado [8]. Com efeito, apds o desenvolvimento do biofilme, a medicina
tradicional ndo tem como agir no tratamento da infecdo [9], pelo que uma das vertentes a

considerar para a solucéo destes casos passa pelo desenvolvimento de dispositivos médicos
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com materiais/superficies com capacidade de acdo contra a adesdo microbiana e a sua
viabilidade celular [10].

1.1.1. Pseudomona aeruginosa

A espécie bacteriana responsavel por mais infecdes nosocomiais € Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa), sendo por isso esta espécie considerada muito perigosa
quando presente em ambiente hospitalar. As infecdes causadas por esta bactéria podem
desenvolver-se em diferentes regides do corpo humano, tais como: trato respiratorio,
corrente sanguinea, coracdo, sistema nervoso central, ouvidos, olhos, 0ssos e ligamentos,
trato intestinal e urinario e pele [11].

Esta bactéria é gram-negativa, com forma de bastonete (1-5 um comprimento e 0,5-
1,0 um largura) e monoflagelada e possui uma versatilidade nutricional notavel capaz de
catabolizar uma vasta variedade de moléculas organicas. Este facto torna a P. aeruginosa
num micro-organismo ubiquo, pois pode ser encontrado em ambientes tdo distintos como
solo, agua, humanos, animais, plantas, esgotos e hospitais [12].

Esta bactéria € um agente patogénico oportunista para o0 ser humano pois raramente
infeta individuos saudaveis. Esta estimado que infeta cerca de dois tercos dos doentes
hospitalares em estado critico, 0 que normalmente potencia a infecdo por doengas mais
invasivas. P. aeruginosa €, nos centros de salde e hospitais, a camped dos agentes
patogénicos oportunistas Gram-negativos, sendo responsavel por 40-60% de taxa de
mortalidade e encontra-se também no topo da lista dos trés mais perigosos agentes
patogénicos Gram-negativos que dao origem as piores doencas oculares [13].

Este microrganismo apresenta uma capacidade de resposta excecional a diversos
tipos de alteracBes como, por exemplo, o tratamento antimicrobiano [6]. Um caso bem
estudado € o das infecBes cronicas de fibrose pulmonar, onde estas bactérias adquirem uma
resisténcia a varios antibiéticos, e mesmo apoés terapia, a sua completa irradicagdo nao é
possivel [14]. Os efeitos da infecdo por P. aeruginosa estdo profusamente descritos na
literatura, sendo considerada um dos principais patogénicos em lesbes cutaneas e
gueimaduras; 54% de todas as lesdes cronicas sdo colonizadas por estas bactérias [15]. A
capacidade de formacéo de biofilme por parte destes microrganismos também foi estudada,
e revelou que a camada extracelular protetora se forma passado 10 e 72 horas, em testes in

vitro e in vivo, respetivamente [16]. Varios estudos também demonstraram que o biofilme
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destes micro-organismos o0s torna tolerante a maioria dos antibi6ticos convencionais e ao

sistema imunitario, majorando o perigo das infe¢Ges causadas por P. aeruginosa [16,17].

1.2. Estratégias na prevencao de infe¢Oes

Como foi referido anteriormente, uma das estratégias ao combate destas infecoes
passa pela criacdo de materiais/superficies com capacidade antimicrobiana. Umas das
primeiras abordagens, efetuada desde os anos 70, € a de colocar antibioticos em cimentos
0sseos de proteses cimentadas com o objetivo de conferir uma protegdo bacteriana
localizada [18]. Esta estratégia evoluiu posteriormente para a impregnacao de antibi6ticos
diretamente na superficie de implantes ortopédicos [19,20,21,22].

No entanto, a estratégia para lidar com uma infecdo relacionada com dispositivos
médicos é bastante mais complexa do que a descrita nos exemplos referidos, e tem que ter
em consideracdo um conjunto de a¢des combinadas. O uso exclusivo das técnicas asséticas
mais avancadas pode ndo eliminar totalmente o risco de contaminagdo. Acresce o facto de
os sistemas baseados em libertacdo de farmacos, apesar do seu grande potencial na
prevencdo de infecbes, possuirem problemas relacionados com a cinética de libertacdo do
agente ativo e com a heterogeneidade da distribuicdo do farmaco [9]. Deve também ser
considerada a diminuicdo de eficacia de muitos antisséticos e antibidticos,
concomitantemente com o aparecimento de bactérias resistentes, pelo que se torna
premente a investigacdo de outros agentes antimicrobianos [23] tais como o 6xido nitrico
[24,25], anticorpos bioativos [26], peptideos antimicrobianos [27], alguns compostos
naturais [28,29] e prata.

1.2.1. Aprata

A prata no estado metalico € inerte mas, por reacdo com as solucbes extra e
intracorpdreas é ionizada [30]. As propriedades antimicrobianas dos ides prata (Ag") ha
muito que sdo conhecidas e, ao contrario de outros i6es de metais pesados, apresentam
valores baixos de toxicidade para os seres humanos [31]. Neste ambito é destacada a sua
aplicacdo na purificacdo de &gua, em detergentes e, como expectavel, agente
antimicrobiano, em cremes, revestimentos de dispositivos médicos e compressas para
aplicacdo direta [30,31,32].

Daniel Lopes Rosas de Carvalho 6



Revisdo bibliografica

A atividade antimicrobiana de Ag”* foi estudada nas Gltimas décadas e, apesar de o
consenso ndo ser generalizado, é aceite que a prata interage com os grupos sulfidrilo
presentes na superficie dos microrganismos, onde substitui os atomos de hidrogénio. Esta
alteracdo inibe a respiracdo e a transferéncia de eletrdes, colapsando a forca electro
protomotriz, o que leva a morte celular. A toxicidade da prata depende da disponibilidade
dos seus ides pelo que para se obter um efeito antimicrobiano longo, o id0 Ag* tem que ser
libertado devagar e continuadamente [31,33].

Dado que a prata é cada vez mais utilizada em dispositivos médicos e a P.
aeruginosa € uma das bactérias mais preocupantes a nivel hospitalar, € fulcral
compreender o comportamento destes microrganismos quando em contato com Ag*. Como
foi referido anteriormente, este tipo de bactéria é tolerante a varios antibidticos
[6,14,16,34]. Quando as celulas estdo na fase planctdnica, é necessaria uma pequena
quantidade de prata para impedir a colonizacdo. Através de testes in vitro, ficou
demonstrada a capacidade da prata em eliminar o biofilme de P. aeruginosa
completamente desenvolvido [6]. Como esta bactéria é também responsavel pela
contaminacdo de fontes de 4gua, Hwang e colaboradores [35] estudaram a possibilidade do
uso de catides de prata dissolvidos em agua para inativacdo de P. aeruginosa. Este grupo
concluiu que para baixas concentracbes de prata, esta demonstrou capacidade
antimicrobiana e que ndo influenciava a qualidade da agua potavel nem era citotoxica para
as células de mamiferos. Em 2008, outro grupo de investigadores estudou a eficicia de ides
de cobre conjugados com ides de prata na remocao de varios tipos de bactérias, entre elas a
P. aeruginosa, de dgua potavel. Este sistema demonstrou uma remoc¢édo de 99,999% para

concentracdes de ibes de prata de 0,04 e 0,08 mg/L, em 72 e 12 horas, respetivamente [38].

1.2.2. A superficie do material
Nos exemplos até agora referidos o efeito antimicrobiano é devido a agentes que
podem conferir a0 material a capacidade para eliminar as infecdes; tal origina uma
dependéncia do agente a ser usado, da bactéria em causa e do meio com o qual a superficie
contata. No entanto, outras abordagens podem ser ponderadas se considerarmos que 0
primeiro passo para ocorrer patogénese relacionada com infecdes através de um corpo
estranho € a adesdo celular. Se as células procariotas ndo conseguirem aderir a uma

superficie, a possibilidade de existir colonizagdo é quase nula [10,37], e se menos bactérias
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conseguirem colonizar o material, o risco de desenvolvimento de biofilme e,
consequentemente, de infecdo pode ser reduzido ou mesmo anulado [8]. A adesdo de
bactérias esta depende das propriedades/caracteristicas associadas a superficie e que
incluem a sua hidrofilicidade, a carga de superficie, a composic¢do quimica e a topografia.

A adesdo de células depende da hidrofilicidade/hidrofobicidade do material e da
prépria célula. No caso das bactérias, esta caracteristica estd dependente da composicéao
quimica da estrutura celular externa dado que superficies celulares hidrofilas séo
caracterizadas por uma razdo azoto/carbono elevada, enquanto nas superficies hidrofobas é
a razdo oxigénio/carbono que ¢ elevada. A hidrofobicidade das células bacterianas também
depende da espécie, da fase de desenvolvimento e do meio ambiente [8,38]. No entanto,
alguns estudos relacionam genericamente a adesdo microbiana com a molhabilidade pois
evidenciam o facto de células com caracteristicas hidr6fobas se ligarem mais facilmente a
superficies que também o sejam [8,38]. No que diz respeito a carga de superficie destes
microrganismos ela €, geralmente, negativa, o que indica que a ligacao celular preferencial
ocorre em superficies carregadas positivamente.

Face ao exposto ndo é de estranhar que varios grupos de investigadores se tenham
focado em desenvolver materiais com superficies hidrofilas, com o objetivo de Ihes
conferir acdo antibacteriana, contendo compostos como a heparina e o acido hialurénico
[39]. A utilizacdo de cateteres urinarios revestidos com heparina, por exemplo, mostrou
reduzir o risco de formacéo de biofilme de Proteus mirabilis [40,41]. No entanto, e embora
a heparina promova a hidrofilicidade de superficies, outros estudos revelaram que a
incorporacdo deste composto pode aumentar as interacdes célula-célula, o que estimulou a
formacdo de biofilme em varias linhagens de Staphylococcus aureus [42]. A
hidrofobicidade e a carga das bactérias podem variar durante as diferentes fases de
crescimento, o que implica comportamentos distintos durante a vida dos micro-
organismos. Assim sendo, ha investigacdo em que se tenta o desenvolvimento de
superficies hidréfobas que mimetizam a morfologia da flor de I6tus com o intuito de as
tornar antiaderentes [43,44]. Ainda ao nivel da vertente quimica ha trabalhos em que a
adesdo bacteriana foi diminuida pela modificacido de superficies com “escovas”
poliméricas de poli(etilenoglicol) (PEG) e poli(oxido de etileno) (PEO), pois produzem um

efeito estérico que repela as bactérias e as proteinas [8,45].
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Também a nanorugosidade e a nanotopografia condicionam a adesdo celular,
embora ainda ndo se compreenda totalmente esta interdependéncia. Geralmente, €
assumido que superficies menos rugosas sao menos propicias a adesdo celular. No entanto,
na literatura hd provas em contréario tais como o estudo que demonstrou que a adesdo
celular de Staphylococcus epidermis é igual em superficies de titdnio com diferentes
rugosidades [46]. A relacdo entre a rugosidade e a adesdo celular ndo é consensual e, se por
um lado se reivindica que a rugosidade nanométrica aumenta a adesdo microbiana, ha
trabalhos que demonstram o contrério [8]. Também a importancia da nanotopografia ndo
estd completamente entendida. Inicialmente, era suposto que alteracfes nesta caracteristica
fossem completamente irrelevantes para a adesdo microbiana. Mas, € vital compreender
gue uma ou varias destas propriedades/caracteristicas sdo interdependentes e que, por
exemplo, alterar a topografia ou a nanorugosidade pode implicar variacbes na
molhabilidade dos materiais [8,23].

1.3. O poli(tetrafluoroetileno) como biomaterial

Um material com caracteristicas interessantes para ser utilizado como biomaterial é
o poli(tetrafluoroetileno) (PTFE). Este polimero, que foi sintetizado pela primeira vez por
Pluncket em 1941 [47], é quimicamente estivel, com elevado grau de ordem estrutural,
grande resisténcia térmica, e uma excelente resisténcia mecanica, quando em comparacao a
outros polimeros [48]. Para aplicacdes na area da biomedicina, 0 PTFE consegue responder
de forma positiva as condicdes peculiares presentes no corpo humano, como variagfes de
pH, elevados esforcos mecanicos e interacdes entre diferentes tipos de tecidos. O PTFE é
considerado biocompativel, quimica e biologicamente inerte, e é utilizado como substituto
de vasos sanguineos e valvulas cardiacas, entre muitas outras aplicacdes [49].

No caso da utilizacdo de PTFE como material macico invasivo e das possibilidades
de apresentar propriedades antibacterianas sdo varios os estudos realizados. Harvey e
colaboradores estudaram a possibilidade de ligar antibidticos ao PTFE, através do uso de
surfactantes, e testaram a possibilidade de uma interagcdo entre surfactantes cationicos e
antibidticos anionicos. O trabalho desenvolvido permitiu concluir que a concentracdo de
farmaco se relacionava com a quantidade de surfactante, o que indiciava que, dependendo

do farmaco utilizado, as concentragGes a utilizar variavam [50,51]. Em 1995, a equipa
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liderada por Okahara desenvolveu uma técnica que fornecia uma propriedade de
resisténcia as infecGes através de antibidticos ligados ao PTFE, conseguidos pela imersao
do polimero numa solucdo de dioxano contendo acido latico e o farmaco. Este trabalho
conseguiu obter taxas de libertacdo do farmaco mais lentas dos que até entdo reportadas e
permitiu concluir que a libertagdo dos agentes ligados de forma n&o covalente, estava
relacionada com as propriedades do transportador e do agente em si, 0 que levava a uma
alteracdo de cinética quando se alterava o farmaco utilizado [52]. Aumsuwan e
colaboradores conseguiram ligar covalentemente diversos antibioticos, como a ampicilina
e penicilina, ao PTFE, depois de quimicamente modificado com “escovas” de PEG, o que
forneceu ao polimero resisténcia antimicrobiana contra S. aureus, B. thuringiensis, E.
faecalis, E. coli, P. putida e S. enterica. Embora a quantidade de antibi6tico presente na
superficie do PTFE fosse inferior a conseguida por outros métodos, a mobilidade das
moléculas do farmaco induziu uma resisténcia local superior [53,54].

No entanto, por vezes, hd a necessidade de modificar, de uma forma mais
permanente, a superficie dos biomateriais. De entre a variedade de técnicas disponiveis 0s
tratamentos baseados em plasma apresentam-se como uma solugdo econémica e eficiente,
que permite a alteracdo das superficies com o conjunto de propriedades/caracteristicas
apropriadas para alcancar a funcdo desejada. Especificamente, a pulverizacao catddica (do
inglés sputtering), para além de ser uma tecnologia limpa permite a deposicdo de filmes
finos com boa adesdo e com uma vasta gama de propriedades, funcdo da variacdo dos
parametros de deposicdo, e também fornece, no caso de materiais biomédicos, materiais ja
esterilizados no final do processo de deposicao.

A pulverizacdo catodica radio frequéncia (r.f), como técnica para a deposicdo de
filmes finos de PTFE, despertou o interesse da industria desde a década de 70. Os filmes
produzidos possuiam um coeficiente de atrito inferior ao do PTFE macico, uma
estabilidade térmica até 450°C, boa adesdo ao substrato e elevados angulos de contato, o
que os tornou atrativos para as mais diversas aplicacoes [47,55,56].

Normalmente, as modificacbes do PTFE por plasma ou os filmes finos deste
material sdo utilizados sempre que se pretende superficies com caracter hidréfobo
acentuado. Com efeito, o trabalho de Bierderman e colaboradores provou que os filmes
finos de PTFE podem ter aplicacOes protetivas e repelentes de &gua, devido aos seus

angulos de contato estatico altos [56]. A mesma conclusdo chegou o grupo de trabalho de
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Stelmashuk onde, através do aumento da pressdo de deposicdo, conseguiram depositar
filmes finos super-hidréfobos [57].

Tendo em consideracdo a vasta utilizacdo do PTFE como biomaterial, as
caracteristicas hidrofobas da sua superficie e, apesar de ser referido na literatura como um
polimero com resisténcia bacteriana, a probabilidade de ocorrer a formacdo de biofilme
neste material, a combinacdo PTFE com Ag para aferir da sua capacidade como material
antibacteriano tem sido objeto de investigacao.

Com efeito, hé& estudos que demonstraram que a simples impregnacdo do material
com solugbes de prata é pouco eficiente pelo que a abordagem do desenvolvimento de
revestimentos se afigura como mais eficiente [58]. Zhao e colaboradores desenvolveram,
por deposicdo quimica, revestimentos de PTFE com Ag. Estes autores concluiram que,
embora necessitassem do recurso a surfatantes para homogeneizar a distribuicdo de Ag, os
compdsitos apresentavam excelente comportamento antimicrobiano contra E. coli [59].
Outro grupo de investigacdo recorreu a irradiacdo por feixe de eletrbes para preparar
nanoestruturas de prata em PTFE tendo observado uma reducdo da adesdo celular de E.
coli de 99,9% em apenas 24 horas [58]. Siegel e colaboradores depositaram Ag em PTFE,
através de pulverizacdo catodica de diodo, fazendo variar os tempos de deposicdo. Estes
autores concluiram que as alteracbes no tempo de deposicdo alteram a espessura da
camada de prata, 0 que por sua vez vai alterar a biocompatibilidade e resisténcia
antimicrobiana das superficies [60] O mesmo grupo de investigacdo depositou Ag em
PTFE durante 1500 segundos, e sujeitou os filmes a um tratamento térmico de 100, 200 e
300°C e concluiu que este tratamento induziu a formacdo de aglomerados de prata a
superficie do PTFE [61].

Outros investigadores estudaram a possibilidade de fabricacdo de compositos de
PTFE, Ag e Au por pulverizacdo catddica rf magnetrdo. Do trabalho desenvolvido
concluiram que os compositos produzidos apresentavam resisténcia a diferentes espécies
de bactérias, e que a eficiéncia da prata podia ser controlada pela espessura do filme [62].
Em 2013, foi desenvolvida uma superficie que consistia numa base de PTFE pulverizado
por rf magnetrdo, com Ag nanometrica depositada como camada intermédia e uma camada
superior de hexametildisiloxano (HMDSO), polimerizada por plasma, com diferentes

espessuras. Estes autores concluiram que ao se alterar a camada superior, conseguia-se
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controlar a libertacdo de ides de prata, 0 que permite um comportamento antimicrobiano
programavel [63,64].

No entanto, da literatura consultada ndo foi possivel encontrar referéncias a
utilizacdo de filmes finos de PTFE com Ag em que fosse avaliado o seu desempenho
contra P. aeruginosa. Assim, neste trabalho, o objetivo é o de modificar a superficie do
PTFE com filmes finos de PTFE, com e sem a incorporacdo de prata, e avaliar a sua
resisténcia microbiana a bactérias da espécie P. aeruginosa e compara-la com a do PTFE

macigo.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Técnica de deposicao

Os filmes finos foram depositados utilizando um equipamento Edwards
Coating System E306A que possui trés geradores de radio frequéncia de 13,56MHz, que
fornecem uma poténcia maxima de polarizacdo aos alvos e aos substratos de 1000W e de
500W, respetivamente.

As deposicdes foram efetuadas a partir de um alvo de PTFE (99% de pureza),
alvo de poliamida 6,6 (PA) (Goodfellow - 99,99% de pureza), ambos com 100 mm de
didmetro e 5 mm de espessura, e 0s gases utilizado na descarga o argon (Ar) e o ar
atmosférico (ar). As deposi¢bes foram efetuadas sobre substratos de silicio (Si), aco
inoxidavel 316L (316L) de vidro e PTFE comercial. Antes da insercdo na camara de
deposicdo todos os substratos foram limpos em banho ultrassons, sucessivamente em
acetona e etanol, durante 10 minutos em cada liquido, e em seguida secos em corrente de
ar quente. Em cada deposi¢do, um dos substratos de silicio foi parcialmente mascarado
com um risco de caneta de acetato, de modo a, apds destacamento, se avaliar a espessura
do filme.

Apos a insercdo das amostras na camara esta foi evacuada até uma pressao
Gltima de 10™ Pa, tendo sido iniciado o procedimento de limpeza do alvo e dos substratos
com 0s seguintes parametros: pressdo de 0,7 Pa, tempo de 600 s, poténcia fonte de
substratos de 250W (porta substratos com materiais ndo poliméricos) e 150 W (porta
substratos com PTFE), densidade de poténcia (Dgep) do alvo de PTFE de 3,2x102W.mm™
e no de PA de 7,6x10™ W.mm™. Nos filmes finos co-depositados com prata, 8 chapas deste
metal (10x10 mm?) foram colocadas na superficie do alvo de PTFE no local de erosdo
preferencial.

As condicbes de deposicdo, todas efetuadas a pressdo final de 0,7 Pa, bem

como as designacdes das superficies, estdo sumariadas na tabela 2.1
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Tabela 2.1 - Designacdo e parametros de deposicao dos filmes finos de PTFE

Designacao DdepxlO2 taep (S) Gas Prata  Arrefecimento
(W.mm™)
PTFE PA
PTFEc 3,2 - 900 Ar Nio | v=1°C.min”", em véacuo
PTFEc Ag 32 -- 900 Ar | Sim | v=1°C.min", em vacuo
PTFEcA* 32 - 900 Ar Nio | v=1°C.min", em vacuo
PTFEcB* 32 - 900 Ar Nio | v=1°C.min", em vacuo
PTFEcC* 3,2 -- 900 Ar Nio | v=1°C.min"', em vacuo
PTFEcD 3,2 - 900 Ar+ar® | Nao | Abertura logo no fim da
deposicao
PTFEcD Ag 3,2 - 900 Ar+ar® | Sim | Abertura logo no fim da
deposicao
PTFECE 3,2 -- 900 Artar’ v=1°C.min™", em ar (0,1 Pa)
PTFECF 3,2 -- 900+300" Ar Nio | v=1°C.min”", em vacuo
PTFEcF A 3,2 0,76 900+300" Ar Sim | v=1°C.min"', em vacuo
g

*variacdo na pressao antes da deposicdo: A=apenas lh de vécuo antes da deposicdo;
B=apenas 0,5h de vacuo antes da deposicdo; C =apenas 0,25h de vécuo antes da deposi¢ao
°Ar(0,6Pa)+ar(0,1Pa)

A dois alvos sempre a funcionar: 900s os substratos sobre o alvo de PTFE + 300s os
substratos sobre o0 alvo de PA e Dye, do alvo de PTFE decresce para 1,3x102 W.mm™.

2.2. Técnicas de Caracterizagao

2.2.1. Espectroscopia de Infravermelhos com Transformada de
Fourier

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR — do inglés
“Fourier Transform Infra Red spectroscopy”) permite identificar os grupos quimicos
funcionais presentes na superficie de um material. Esta identificagdo é feita através da
interacdo de um feixe de comprimento de onda infravermelho que é absorvido pelo
material e promove a vibracgdo das ligagGes covalentes do material. Cada vibracéo € tipica
de um grupo funcional quimico e, por comparacdo com valores conhecidos, é possivel
identificar os grupos presentes.

Neste trabalho foi utilizado um equipamento Jasco, modelo FTIR-4200 Mk 1I

equipado com o acessorio ATR (do inglés “Attenuated Total Reflectance™). Os espectros
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foram registados com uma resolucdo espectral de 4cm™ e uma acumulacio de 64

interferogramas.

2.2.2.  Espectroscopia de Fotoeletrao X

A técnica XPS (do inglés X-ray Photoeletron Spectroscopy) explora o efeito
fotoelétrico para obter informacdo da composi¢do quimica de uma superficie. Um feixe
monocromatico de raios X incide na superficie de uma amostra colocada numa camara em
véacuo, da ordem de 10® Pa. Se os fotdes incidentes possuirem a energia necessaria
provocam a emissdo de um eletrdo, da superficie do material, que é caracteristico de cada
elemento e de cada orbital molecular. A detecdo de eletrdes com energias discretas
manifesta-se pelo aparecimento de picos sobrepostos sobre o fundo continuo do espetro.
Num espetro XPS a area de cada um dos picos é uma medida da quantidade relativa de
cada um dos elementos presentes, enquanto a forma e a posi¢do dos picos indicam o
ambiente quimico de cada elemento.

Neste estudo foi utilizado um equipamento Thermo Scientific K-Alpha ESCA
equipado com fonte de raios X com radiacdo monocromaética Al Ka (hv=1486.6 eV).
Devido a natureza ndo condutora das superficies foi necessario a utilizacdo de um canhéo
de eletrdes (entre 0 a 14 eV) e um canhdo de i6es Ar de baixa energia. Os fotoeletrdes
foram detetados com um angulo de 90° em relacdo a superficie da amostra. As medi¢oes
foram efetuadas com um passo de 100 eV para o espetro geral e um passo de 20 eV para 0s
espetros de alta resolucdo. A composicdo quimica elementar foi determinada usando as
fotoemissBes padrdo Scofield. A indexacdo dos espetros foi feita apos desconvolucdo e

tratamento no programa CasaXPS.

2.2.3. Difracao de raios X
A difracéo de raios X (XDR — do inglés “X-Ray diffraction”) permite caraterizar a
ordem estrutural de um material, através da interacdo construtiva de um feixe de raios X
com os planos cristalinos; nestas condigdes o feixe é difratado de acordo com a lei de
Bragg:
nd = 2dsin#
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em que n é um numero inteiro, A 0 comprimento de onda da radiagdo incidente, d a
distancia interplanar e 6 o angulo de incidéncia dos raios X.

O equipamento utilizado neste trabalho foi Philips X’Pert, com goniometro PW
3020/00, com uma tenséo de aceleracdo de 40 kV e uma intensidade de corrente de 35 mA,
cujo anticatodo é de cobalto com comprimento de onda de Kal = 0,178896 nm e Ka2 =
0,179285 nm. A gama de varrimento foi de 10 a 120° com passo de 0,08° e tempo de

aquisicao de 2 segundos por passo.

2.2.4. Microscopia Eletronica de Transmissao
A microscopia eletrénica de transmissdo (TEM — do inglés “Transmisson Electron
Microscopy”) permite a avaliagdo da microestrutura de materiais e baseia-Se na
transmissdo de um feixe de eletrbes de alta voltagem atraves de um material com espessura
submicrométrica.
Neste trabalho foi utilizado um microscépio FEI Tecnai G*200 kV. Os filmes
finos, depositados sobre grelhas de cobre para TEM, foram observados diretamente sem

qualquer tipo de preparacdo adicional.

2.2.5. Microscopia Eletronica de Varrimento

A microscopia eletrénica de varrimento (SEM — do inglés Scanning Electron
Microscopy) permite averiguar a morfologia de um material, através da incidéncia de um
feixe de eletrdes na superficie em analise. Quando ocorre o contacto do feixe com a
superficie, vai ser gerada difusdo, difraccdo e emissdo de electrbes da amostra que sdo
captados por detetores apropriados. Para avaliagdo da morfologia as micrografias sao
resultado da detecdo de eletrdes secundarios, que tém a sua origem de uma profundidade
de cerca 30-50nm da superficie.

Os equipamentos utilizados neste trabalho foram dois: um com filamento de
tungsténio da marca JOEL modelo XL30 e outro com canhédo de emissdo de campo (FEG —
do inglés Field Emission Gun) marca FEI Quanta 400FEG ESEM, ambos equipados com
sistema EDS (Energy Dispersive Spectometry) da EDAX. Esta caraterizagdo permitiu néo
sO a observacdo da morfologia, superficial e da secdo transversal, mas também a

morfologia e a quantidade de bactérias nas superficies em estudo.
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2.2.6. Microscopia de For¢a Atomica

A microscopia de forca atomica (AFM — do inglés “Atomic Force Microscopy”)
permite avaliar a topografia de uma superficie e o seu funcionamento baseia-se no
varrimento de uma superficie com uma ponta, e nas forcas de interacéo repulsiva e atrativa
entre a ponta e a superficie. O equipamento utilizado pode operar em trés modos distintos:
0 modo de contacto, no qual a ponta esta em contacto permanente com a superficie (forcas
de interacdo repulsivas); em modo de ndo contacto, em que a ponta se situa sempre a uns
angstroms de distancia da superficie, nunca contactando com ela (forcas de interacdo
atrativas); e o modo de contacto intermitente (tapping) no qual a ponta intermitentemente
contacta com a superficie em analise (forcas de interacdo alternadamente atrativas e
repulsivas).

Através desta técnica foi possivel também avaliar a espessura dos revestimentos
além de caracterizar a rugosidade das superficies, nomeadamente através dos parametros:
Sa, rugosidade média linear, determinada pela média aritmética do desvio da altura em
relacdo a linha média do perfil; Sms valor quadratico médio da altura da superficie em
relacdo ao valor médio; assimetria (skewness), valor adimensional que indica a simetria de
picos e vales da superficie em relacdo ao plano médio; e curtose (kurtosis), valor
adimensional que se relaciona com a suavidade da superficie (picos e vales em forma de
lomba ou em forma de escarpa).

O equipamento utilizado neste trabalho é um Veeco, modelo di Innova. As pontas
utilizadas foram de SizsN4, RTESPA-CP da Bruker, com frequéncia de ressonancia, fo, de
291-326 kHz e constante de forca, k, 20-80 Nm™.

2.2.7. Maedic¢do do Angulo de Contacto Estatico
A molhabilidade de uma superficie é definida como a tendéncia de um determinado
fluido se espalhar ou aderir em determinada superficie e que pode ser avaliada através da
medicdo do angulo de contacto entre fluido e superficie. O angulo de contacto estatico é o
angulo formado pelas tangentes das interfaces liquido-sélido-gas. O conhecimento deste
valor permite inferir sobre a hidrofobicidade/hidrofilicidade da superficie de um sdlido, se
o liquido utilizado for a &4gua. A equacdo de Young permite relacionar as tensdes nas

interfaces:
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Yoo = ¥ T V3, c056
onde 6 é o angulo de contacto; y., a tensdo da interface sélido-vapor; ¥.; a tensdo da
interface sélido-liquido e ¥;,, a tensdo da interface liquido-vapor.

Os angulos de contacto foram medidos num equipamento DataPhysics, modelo
QCA-20. Os liquidos utilizados foram a agua destilada e desionizada e a formamida, e o
volume de cada gota de liquido foi de 10 pL. Este procedimento foi repetido, no minimo,
em seis locais diferentes de cada superficie, e a média das medicdes foi apresentada como
o valor de angulo de contacto estatico.

O estudo desta propriedade também permitiu a avaliacdo da tensdo de superficie e
das suas componentes polar e dispersiva.

2.2.8. Potencial Eletrocinético
O potencial zeta () de uma superficie € uma medida da magnitude das cargas
superficiais quando um sdélido se encontra em contacto com um liquido. A acumulacdo de
cargas induz a formag¢do de uma dupla camada eletroquimica: a “camada de Stern” onde as
cargas estdo fixas na interface sélido/liquido e uma camada onde as cargas estdo maéveis. O
potencial entre estas duas camadas é designado potencial zeta ou eletrocinético.
Neste trabalho foi utilizado um analisador eletrocinético SurPass, da Anton
Paar GmbH. As avaliagdes foram efetuadas com célula fechada (“clamping cell”) e o
eletrolito utilizado foi KCI 1mM, a pH fisiol6gico, pH=7,4. A relacdo entre o valor da
corrente, nas condicdes usadas neste trabalho, e o potencial zeta é dada pela equacdo de
Helmholtz-Smoluchowski

dl n

L
=—x X —
¢ dp =xe0 A

d

em que E representa o declive da curva de valores da corrente em funcdo da presséo; n

representa a viscosidade do eletrdlito; = corresponde a constante dielétrica do eletrolito;
g, € a permitividade em vacuo; L é o comprimento do canal de medi¢do e 4 a secgédo

transversal do canal de medigé&o.
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2.2.9. Testes microbianos
Antes de qualquer um dos testes in vitro com células procariotas as superficies a
testar foram desinfetadas numa solucdo de etanol 70% (v/v) entre 15 a 20 minutos em
caixas multipocos. No final deste tempo foram transferidas para caixas multipogos, novas e
esterilizadas, e foi permitida a evaporacéo total do alcool.
Também em todos os testes o pré-indcuo de P.aeruginosa foi preparado, durante a

noite, em meio liquido Luria-Bertani (LB), a 37°C e 150 rpm.

2.2.9.1. Avaliagdo da toxicidade

A cada superficie em estudo foi adicionado 1 mL de uma solucdo de NaCl 0,85%
(p/v) e colocadas a 37°C, durante 24 horas, com agitacdo de 150 rpm. Ao fim de 24 horas
foi efetuada uma suspensdo do pré-in6cuo de bactéria com a solucdo de NaCl (que esteve
em contacto com cada uma das superficies) com uma DOggonm=0,5. Ao fim de tempos bem
determinados (t=0, t=1 e t=4h) foram retirados 100 pl de cada poco, fizeram-se diluicdes
seriadas e finalmente as suspensdes inoculadas em caixas de Petri com meio solido LB.
Entre cada tempo, as caixas foram colocadas a 37°C e 150 rpm. As caixas de Petri foram
incubadas durante 24h a 37°C e, findo o tempo, as coldnias foram contadas para assim
determinar as taxas de mortalidade. Como controlo foi efetuada a mesma metodologia com
solucdo de NaCl sem ter contactado com as superficies em estudo. Cada superficie foi

estudada em duplicado e cada diluicdo foi incubada em triplicado.

2.2.9.2. Formagado de biofilme

Neste teste foi avaliada a capacidade do micro-organismo formar biofilme nas
superficies em estudo.

O pré-indcuo de P.aeruginosa foi inoculado em novo meio de cultura com
densidade optica, DOgoonm=0,08 e, em seguida, 2 mL do meio de cultura foram inoculados,
em cada poco contendo as superficies em estudo, durante 24 horas a 37°C e a 150 rpm.

No final do teste as superficies foram fixadas quimicamente e desidratadas para

observacao por SEM. Cada superficie foi lavada duas vezes com 2 mL de solucdo tampao
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PBS (do inglés — Phosphate Buffer Solution) estéril, a temperatura ambiente, a 150 rpm e
durante 10 minutos. De seguida, as superficies foram transferidas para novas caixas
multipocos e foram adicionados 2 mL de uma solucdo de glutaraldeido 5% (v/v) a cada
poco e foram agitadas, a temperatura ambiente, a 150 rpm, durante 10 minutos. As
amostras foram novamente transferidas para novas caixas multipocos e sofreram o
processo de desidratacdo por contato, durante 5 minutos por solugdo, com 2 mL solugbes
(v/v) com teores crescentes de etanol, 25%, 50%, 75% e 100%.

Devido a natureza ndo condutora das superficies estas foram revestidas, por

pulverizacdo catédica, com 30 nm de ouro imediatamente antes da observagdo em SEM.

2.2.9.3. Formagao do halo de inibicdo

O objetivo deste teste foi o de averiguar a capacidade antimicrobiana das
superficies quando colocadas em meio solido inoculado com a estirpe bacteriana teste.

Com o pré-indcuo de P.aeruginosa foi efetuada uma suspensdo em solucdo de
NaCl 0,85% (p/v), com uma DO=0,5 na escala de McFarland, e 100 pL foi inoculada em
caixas de Petri com meio LB solido. As superficies de interesse foram colocadas em
contato com o meio inoculado e as caixas de Petri incubadas durante 24 horas a 37°C. Ao
fim deste tempo as caixas foram observadas para aferir da existéncia ou ndo do halo de
inibicdo. Como complemento a esta observacdo as superficies foram preparadas para

observacdo em SEM, de acordo com o protocolo descrito na alinea anterior.
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3.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Composi¢ao quimica e grupos funcionais

A composicdo quimica da superficie dos filmes finos foi determinada por XPS
(tabela 3.1). A relagdo F/C, que no material macigo € de 2, indica que, qualquer que seja a
conjugacao de parametros de deposicéo, os filmes finos séo deficientes em fllor. Este facto
era expectavel pois foi observado em trabalhos anteriormente efetuados no grupo de
Nanomateriais e Microfabricacdo do CEMUC (GNM) [65,66] e ocorre devido a natureza
da pulverizacdo a partir de alvos poliméricos onde é observada a ejecdo, ndo de atomo a
atomo, mas de pequenos fragmentos, que no caso do PTFE séo do tipo CFx. Estes podem
sofrer recombinacdo tanto durante o percurso no plasma como ap0s a sua chegada ao
substrato dando origem a cadeias curtas, ramificadas e insaturadas [67]. Deve ser ainda
referido o facto de que a formacdo de ligacdes insaturadas é energeticamente mais
favoravel do que a de uma ligagdo simples (AHoczc = 614 kcal/mol; AHOC=O = 799
kcal/mol; AH . = 485 kcal/mol [68]).

Tabela 3.1 - Composicao quimica elementar determinada por XPS.

Composicao quimica (% at.)

Superficie C 0 N Ag F F/C
PTFEc 45,8 3 - - 51,2 1,1
PTFEc_Ag 42,5 1,2 - 0,8 55,5 1,3
PTFEcB 47,9 3,6 - - 48,5 1,0
PTFEcD 46,3 3,0 0,8 - 49,9 1,1
PTFEcD Ag 453 1,7 1,0 1 51,0 1,1
PTFEcF 67,8 7,7 2,3 - 22,2 0,3
PTFEcF_Ag 68,7 6,5 4,7 0,9 19,2 0,3

No caso especifico das superficies designadas por PTFECF, com ou sem prata, a

relacdo F/C é particularmente baixa devido ao facto de o processo de deposicdo ser
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efetuado a partir de dois alvos poliméricos, PTFE e PA, e o periodo final da deposicéo
(300 s) ocorrer com os substratos sobre o alvo de PA, levando a incorporacdo de C e N em
detrimento de F. Acresce o facto de, dado que a técnica de XPS d& informagdo sobre a
composi¢do quimica da superficie (a profundidade de analise é de cerca de 10 nm), ser
natural que nestas superficies a deficiéncia de F seja mais acentuada. Com efeito, a analise
da composicdo quimica em profundidade do filme PTFEcCF (Figura 3.1) evidencia este
facto, sobretudo pelo perfil da composicdo de flior que aumenta da superficie para o
interior do filme.

O teor de prata nos filmes finos depositados com o proposito de incorporar este
elemento metalico € muito semelhante dado que o numero de pastilhas de Ag utilizadas e

0s principais parametros de deposi¢ao s&o 0S mesmos.
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Figura 3.1 - Composicao quimica em profundidade do filme PTFECF; do qual foi retirado o perfil
do carbono de modo a tornar mais evidente o perfil dos outros elementos quimicos.

A desconvolucdo de todos os espetros de alta resolucdo de XPS (Apéndice A) foi
efetuada com recurso ao programa “CasaXPS” e na figura 3.2 ¢ dado um exemplo do
tratamento efetuado. A analise ao tratamento efetuado permitiu identificar o tipo de ligacéo
presente na superficie de cada filme tal como se encontra resumido na tabela 3.2.

A analise as superficies revela a presenca de azoto nas superficies resultantes da
codeposicdo de PTFE e PA, tal como seria de esperar, bem como nos filmes PTFEcD e
PTFEcD_Ag. Nestes ultimos casos a insercdo destes grupos € devida ao facto de a

deposicao ser efetuada numa mistura Ar+ar e, imediatamente apos a deposic¢éo, a camara
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ter sido aberta. No entanto, e apesar de muitas vezes a presenca de ar estar associada a
incorporacdo de oxigénio, considerando que o ar atmosférico € constituido por uma razéo
N,/O, de cerca de 3:1 e que o valor da entalpia média de formag&o das liga¢des C-N e C-O
¢ semelhante (AH%c.A=305 kcal/mol; AH’:.0=350 kcal/mol, [68]) o fator concentragdo é

predominante o que leva a incorporacgéo de azoto.
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Figura 3.2 - Desconvolucdo do espectro de alta resolucéo de C1s da superficie PTFEC

Da caracterizacdo efetuada deve ainda ser realcado o facto de a incorporacdo da
prata se efetuar sob a forma de prata metalica o que implica que para que este elemento
consiga apresentar propriedades antibacterianas deve, de acordo com a literatura [30],
sofrer oxidagdo de modo a poder libertar Ag™. Da analise dos resultados é também evidente
a presenca de ligacOes insaturadas tal como a razdo C/F da tabela 3.1e o relatado na

literatura tinham ja indicado.
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Tabela 3.2 - Identificacdo das ligacGes quimicas presentes na superficie dos filmes finos ap6s
desconvolugéo dos espetros de XPS.

PTFEc PTFEcAg PTFEcB PTFEcD PTFEcDAg PTFEcF PTFEcFAg Ref

C-F; v v v v Ve v v [67,69]
C-F, v Ve v v Ve Ve v [67,69]
C-F v v v v v v [67,69]
C- v v v v v v [67,69]
C/C-H [67,69]
C=0 v v v Ve v v [67,69]
0-C v v v v v v v [67,69]
Ag-Ag v v v [62]

C-N v v v v [70]

N-H v v Ve v [71]

Devido ao constrangimento da técnica de XPS, de apenas fornecer a composicao
quimica dos 10 nm mais superficiais dos filmes finos, a analise foi complementada pela
caracterizacdo por FTIR, que permite avaliar os grupos quimicos funcionais presentes em
todo o revestimento. O PTFE macico (figura 3.3a) apresenta um espectro de FTIR com
picos bem definidos, caracteristicos de materiais com ordem estrutural, enquanto os filmes
(Apéndice B) tém espectros caracterizados por picos mais largos e com menor definicdo,
associados a materiais com baixa ordem estrutural (figura 3.3b).

A identificacdo dos grupos funcionais foi efetuada apds desconvolucdo, no
programa “Origin”, da gama caracteristica dos grupos quimicos presentes no PTFE e apos
comparacdo das vibracdes caracteristicas com as apresentadas na literatura (Anexo A). A
contribuicdo quantitativa de cada grupo funcional foi calculada dividindo a &rea do
respetivo pico pelo somatorio das areas dos picos caracteristicos (Tabela 3.3).
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Tabela 3.3 - Quantificacdo das contribui¢Ges dos grupos quimicos funcionais no alvo e filmes finos
de PTFE.

Contribuicdo do grupo quimico funcional (%0)

Banda (cm'l) Alvo PTFE PTFEC PTFEC PTFEC PTFEC PTFEc PTFEcD PTFEc  PTFEc PTFECF

c Ag A B C D Ag E F Ag
-NH (686) - - - - - - 2,9 0,8 08 03 15,3
CF,(980) 21 11 08 04 17 02 14 2,5 15 16 0,8
CF,(1,23) i -
(1030) 82 08 4,6 20 14 20,6 03 08
>CF,(1151) 466 37,3 165 - 119 353 181 271 429 61 6,4
>CF,(1210) 429 68 107 509 551 42 170 142 - 38 3.4
=C-F
T ~ 116 - 29 195 - 2,7 24 331 0,2
-N* (1538) - - - - - - - - - 2,7 -
> C=CF
A ~ 42 17 0,9 - - 0,6 1,2 - 0,8 -
>C=0 (1636)  -- - - - - - - - - 0.8 2,0
>C=0 (1709) - 59 08 9.4 - - 1,2 - 65 072 -
-CF=CF-
1730) ~ 06 08 - - 111 17 - - 0,2 0,2
-COOH
(@776) - - 1,2 2,3 - 04 12 - - 0,2 -
-CF=CF,
e -~ 06 - - - - - -~ 02 02
_CF=0
e ~ 79 215 - 10 07 29 9,9 - 3,7 0,3
-CF=C=CF
(1959) - 40 83 09 19 15 12 14 26 272 17,5
C-0-(2932) - - - - - - - - - 77 2,4
NH (3299) - - - - - - 3,2 2,1 38 211 7.4
-O-H

(2900-3500) 8,4 24,0 24,8 30,7 25,4 25,3 47,4 17,7 19,2 20,1 44,0

N* - amida monosubstituida

Deste estudo é evidente que os filmes finos tém incorporacdo de grupos quimicos
funcionais que né@o existem no material maci¢o. Acresce que, tal como esperado, os filmes
apresentam ligacGes insaturadas que, como foi referido, s&o maioritariamente responsaveis
pela deficiéncia de fluor. As terminagdes das cadeias sdo efetuadas, para além dos grupos

CF3 que normalmente ocorrem no PTFE macigo, por grupos tais como >C=0 e -CF=CF,.
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Figura 3.3 - Espectros FTIR do alvo de PTFE(a) e do filme fino PTFEc(b).

3.2. Analise Estrutural

A estrutura dos filmes finos de PTFE foi determinada tendo em conta os resultados
da difracdo de raios X (figura 3.4) e TEM (figura 3.5).

Na figura 3.4 sdo comparados os difractogramas do alvo de PTFE e do filme
designado por PTFECE. O alvo de PTFE apresenta ordem estrutural, o que é usual no
PTFE macico, dado que é um dos polimeros com maior percentagem de cristalinidade [73]
contrariamente aos filmes finos depositados por pulverizacdo catddica, e do qual é
exemplo o PTFECE, o que esta de acordo com o reportado na literatura [47,73].

A caraterizacdo por TEM veio confirmar a baixa ordem estrutural dos filmes
depositados sem prata (figura 3.5a) e nos codepositados com o elemento metélico séo
evidentes zonas mais escuras de dimensdes nanométrica (figura 3.5b). Estas zonas
correspondem a material com maior densidade eletronica, ou seja, correspondem a
distribuicdo de Ag de dimensGes nanométricas na matriz amorfa de PTFE. Assim, 0s
filmes finos codepositados com prata podem ser considerados nanocomp@sitos, 0 que esta
de acordo com trabalhos realizados ndo s6 no Grupo GNM como em outros laboratorios
[62].
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Figura 3.4 - Difratogramas do alvo de PTFE e do filme fino PTFECE.

Figura 3.5 - Imagens TEM em campo claro dos filmes PTFEcF(a) e PTFEcF_Ag(b).

3.3. Morfologia/Topografia

A morfologia da superficie e da seccdo transversal de todos os filmes finos foi
observada em SEM (Apéndice C). Na figura 3.6 estdo as micrografias da superficie e
seccdo transversal dos filmes PTFEc e PTFEcB. As imagens referentes a secgdo
transversal evidenciam o facto dos filmes finos ndo possuirem morfologia aparente, pois as
seccOes apresentam-se densas e sem porosidade, 0 que € caracteristico de material sem

ordem estrutural, especialmente nos filmes finos de material polimérico depositados por
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pulverizacdo catodica. As imagens das superficies mostram que os diferentes parametros

de deposicdo promovem alteracfes na morfologia dos filmes.

PTFECB(2).

De forma a compreender melhor as alteracGes induzidas na topografia superficial,
todos os filmes foram caracterizados por AFM (Apéndice D). O modo de anélise utilizado
foi “tapping” que permite a aquisi¢do, em simultaneo, das imagens topograficas e de fase,
sendo estas consequéncia da variacao entre a fase de oscilagdo sinusoidal do cantilever ao
percorrer a superficie e o sinal nele [74]. Através da analise das imagens de fase é possivel
identificar e diferenciar regides da superficie do filme que interajam de modo distinto com
a ponta.

Na figura 3.7 estdo apresentadas as imagens topograficas e de fase das superficies
PTFEcF, com e sem prata. As imagens topograficas evidenciam superficies muito

distintas: enquanto que no filme fino sem prata hd uma topografia “ondulada” a superficie
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PTFECF_Ag é mais nivelada. As respetivas imagens de fase mostram que na superficie
sem prata € evidente a presenca de dois componentes que interagem de modo distinto com
a superficie; dado que os substratos foram colocados sobre a PA nos ultimos 300 s de
deposicdo as zonas mais escuras na imagem de fase devem corresponder aos aglomerados
deste polimero. A codeposicdo destes dois polimeros com prata da origem a uma superficie
mais nivelada onde deixa de ser possivel distinguir, na imagem de fase, cada um dos
materiais poliméricos.

A analise das imagens de AFM foi feita pelo programa Gwyddion que também
permitiu determinar a espessura dos filmes e os parametros de rugosidade das superficies
(Tabela 3.4). Os valores de espessura sdo semelhantes, ha a excecdo dos filmes finos
PTFEcD e PTFECF_Ag. No caso do primeiro, a atmosfera de deposicdo, que € reativa, e as
condicOes de arrefecimento, abertura da camara mal finalizada a deposigdo, tém como
consequéncia o aumento da espessura do filme. O facto de a deposicdo ser feita em
atmosfera reativa implica que, apds a ejecdo de material do alvo, os radicais formados nédo
formem ligacdo intermoleculares (reticulacdo) nem intramoleculares (insaturacdo) pois
ligam-se as espécies reativas do gas de deposicdo [75]. Este facto implica que o
rendimento de ejecdo se mantenha durante toda a deposicdo ao invés de ser dificultada pela
presenca de ramificacBes e insaturagdes no alvo, o que acontece quando a deposicao
decorre em atmosfera inerte. Acresce o facto de o filme PTFEcD, ao ser exposto
imediatamente apds o fim da deposicdo a atmosfera ambiente, pode completar as ligacdes
pendentes com as espécies gasosas a que esta exposto, ao invés do que acontece quando o
arrefecimento se da em vacuo. No caso do filme PTFEcF_Ag, aparentemente, a area de
alvo de PTFE que fica coberto pelas pastilhas de Ag, e que ndo contribui para a ejecdo de
material polimérico, conjuntamente com a presenca de um maior nimero de espécies no
plasma (devido a codeposicao de PA) contribuem decisivamente para a brusca diminuicao
da espessura deste filme fino. De acordo com o que foi observado nas imagens de fase, esta
deve também ser a razdo pela qual esta superficie apresenta uma distribuicdo mais
uniforme de PA, o que também corrobora o maior teor em N tal como determinado por
XPS.

Os parametros de rugosidade, Sa e Sms, evidenciam que todos os filmes finos
apresentam rugosidade superficial nanométrica sendo que, para as superficies sem prata, 0
filme com menor rugosidade é o filme PTFEc. A incorporagéo de prata nas superficies ou
ndo produz alteracGes significativas (caso da superficie PTFEC) ou entdo contribui para
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uma reducdo dos parametros de rugosidade. No entanto, os parametros adimensionais,
designados por skew e kurtosis, permitem entender melhor o tipo de superficie

caracteristico de cada filme fino.

PTFEcF
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Figura 3.7 - Imagens topograficas (a,b) e de fase (c) das superficies PTFECF e PTFECF_Ag.

Valores de skew negativos indicam que os vales sdo dominantes na area analisada e
valores positivos indicam que os picos sdo dominantes. No caso do kurtosis, a superficie
também apresenta caracteristicas especificas de acordo com o valor deste parametro: para
valores superiores a 3 a superficie os picos e vales tém perfil pontiagudo; para valores
inferiores a 3 o perfil de vales e picos € arredondado e para valores iguais a 3 a superficie é
perfeitamente aleatoria [76]. No caso das superficies em analise, todos os valores de
kurtosis séo inferiores a 3 indicando perfis arredondados. Para os filmes finos sem prata
todos apresentam valores de skew positivos, com excecdo de PTFECA e PTFECB,
indicando que a topografia destas superficies é essencialmente constituida por picos de
perfil arredondado. A incorporacdo de prata induz o aparecimento de superficies com mais

vales de perfil arredondado [76].
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Tabela 3.4 - Pardmetros de rugosidade superficial e espessura dos filmes finos avaliados por AFM.

Parametros de rugosidade Espessuras
Superficie Sa(nm) Sms (nm) Skew Kurtosis (nm)
PTFE 78,0 89,0 -- -- --
PTFEc 23,1 27,6 0,002 -0,727 850 -900
PTFEc_Ag 34,2 43,1 -0,287 0,299 1100 - 1190
PTFEcA 70,4 82,7 -0,073 -0,950 700 —900
PTFEcB 40,6 49,6 -0,061 -0,669 710 —-790
PTFEcC 92,7 112,5 0,056 -0,628 700 — 800
PTFEcD 90,7 104,6 0,158 -1,180 1200 — 1500
PTFEcD_Ag 28,3 33,7 -0,131 -0,551 1200 — 1300
PTFECE 67,7 80,4 0,232 -0,791 1170 — 1280
PTFEcF 39,5 46,5 0,001 -0,960 900 — 1000
PTFEcF_Ag 13,1 16,6 -0,313 0,267 320 - 350

3.4. Molhabilidade

O desempenho in vivo de um material esta dependente do seu comportamento
guando em contato com os fluidos do corpo humano. Para compreender e melhor avaliar a
molhabilidade das superficies foi medido o angulo de contacto estatico. Este foi
determinado entre as superficies em estudo e dois liquidos a agua e a formamida, cujos
valores de tensdo superficial, e respetivas componentes polar e dispersiva, estdo

apresentados na tabela 3.5.

Tabela 3.5 - Tensdo superficial, componentes polar e dispersiva dos liquidos utilizados na avaliacdo
do angulo de contacto.

Tensdo superficial (mJ.m™)

Liquido vy ye Yi
Agua 51,0 21,8 72,8
Formamida 39,5 18,7 58,2
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3.4.1. Avaliagdao do angulo de contacto estatico

Um método para averiguar a hidrofobicidade/hidrofilicidade de um material é a
medicdo do angulo de contacto estéatico (0) entre a sua superficie e uma gota de dgua. O
material é considerado hidréfobo quando o angulo € superior a 65° ou 90°, consoante a area
de investigacdo dos autores reportados na literatura, e para angulos inferiores a este(s)
valor(es) e considerado hidrofilo. Na tabela 3.6 estdo apresentados os valores médios dos
angulos de contacto medidos.

O PTFE é um polimero hidrofobo [48,58] e este facto é confirmado nos valores dos
angulos de contacto estatico do material macico e do filme fino de PTFE (PTFEc) [67]. Os
filmes finos que foram depositados em condi¢des que induziram a incorporacao de grupos
quimicos funcionais com caracteristicas hidrofilas (PTFECA a PTFECE) apresentam
angulos de contacto inferiores, mas acima de 100°, o que os classifica como hidr6fobos.
Neste conjunto de filmes a presenca de Ag aumenta o angulo de contacto relativamente a
superficie sem a incorporacdo do elemento metalico. No caso dos filmes finos designados
por PTFECF, com e sem prata, devido ao facto de os ultimos 300 s de deposicao ocorrerem
com os substratos diretamente colocados sobre o alvo de PA, faz com que o angulo de
contacto, na superficie sem prata, seja de cerca de 90°, sendo que esta descida é devida ao
facto de o PA ser um polimero com caracteristicas mais hidréfilas do que o PTFE. A
incorporacdo de Ag provoca uma descida significativa do valor do angulo de contacto que
apresenta valores semelhantes aos do PA macicgo. Tal facto pode ser devido, mais uma vez,
a diminuicdo da area do alvo de PTFE capaz de sofrer pulverizacdo, devido a presenca das

pastilhas de Ag, concomitantemente com a codeposicdo de PA [60].

3.4.2. Energia superficial
Ap6s a medicdo dos valores do angulo de contacto estatico com dois liquidos foi

possivel medir a energia superficial através das equacdes:

¥ :Tsd +T;

[ I
|
¥, (1 + cosfl) = 2"4' eyt +2 ,"'Ill'!"_'a?:I T‘f
onde ys, ¥, ¥&, ¥, ¥£, ¥ e O representam, respetivamente, a energia superficial do
filme, a componente dispersiva da energia superficial, a componente polar da energia

superficial, a tensdo do liquido, a componente dispersiva da tensdo do liquido, a
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componente polar da tensdo do liquido e o angulo de contacto estatico medido para cada

liquido.

Tabela 3.6 - Valores médios e desvio padrao dos angulos de contacto estatico entre as superficies
em estudo e a agua e a formamida.

Angulo de contato estatico (°)

Superficies

Agua Formamida
PTFE 116 £2 86+3
PA 66 +2 29+1
PTFEc 113+4 101 £ 1
PTFEcAg 118+4 92 +4
PTFEcA 108+3 100+ 3
PTFEcB 104 +3 99 +2
PTFEcC 107 £2 97+3
PTFEcD 107 £2 8712
PTFEcDAg 122+3 96 + 1
PTFECE 107 £2 90+3
PTFECF 93+3 791
PTFEcFAg 67+1 4212

Na figura 3.8 estdo representadas as energias superficiais das superficies, como
sendo a soma das respetivas componentes polar e dispersiva. O PTFE macico apresenta
uma componente dispersiva alta, enquanto a componente dispersiva é baixa o que é
expectavel num material com elevada estabilidade quimica. No filme fino PTFEc, apesar
da energia de superficie diminuir em relacdo ao PTFE, a sua componente polar aumenta,
consequéncia da incorporacdo de grupos funcionais com reatividade quimica. Para o
conjunto de superficies em que se fez variar a pressdo Ultima antes da deposicao, PTFECA,
PTFEcB e PTFECC, ndo é visivel uma relacdo direta, sendo apenas possivel afirmar que a
maior relacdo componente polar/dispersiva foi conseguida para o filme fino PTFECB.
Aliés, este conjunto de superficies € a que, no global, apresenta uma maior contribui¢do da
componente polar para a energia de superficie total de todas as superficies estudadas. Nem
a deposicdo em atmosfera reativa, nem a codeposicdo com PA consegue contribui¢des
relativas tdo elevadas. A incorporacdo de Ag nos filmes finos de PTFE e PTFE/PA induz
poucas alteracfes na relacdo entre as componentes da energia superficial das mesmas
superficies sem prata. No entanto, o facto de a energia superficial total dos filmes PTFEcD,

e F, com e sem prata, ser superior indica superficies com menor estabilidade quimica e,
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portanto, maior reatividade. Esta observacdo € importante pois a prata foi incorporada sob
a forma metalica, de acordo com os resultados de XPS; tal implica que tenha que sofrer
oxidacdo para libertar Ag®, espécie quimica a qual sdo atribuidas propriedades
antimicrobianas. Esta sucessdo de acontecimentos é facilitada em superficies com maior
reatividade, isto ¢, com maior energia de superficie e com maior componente polar; no
caso das superficies nanoestruturadas com prata a que apresenta melhores caracteristicas €

a PTFECF_Ag.
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Figura 3.8 - Valores da energia de superficie (ys) representada pelo somatério das componentes
dispersiva (y) e polar (v5").

Apo6s calcular a energia de superficie dos filmes, foi possivel também calcular a
variagdo da energia livre de Gibbs (AG) que ¢ uma medida da adesdo, entre filme fino e
substrato, de acordo com as equagdes

1
Yiz =¥t 12 — 2(ny2)?
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onde, Wa € o trabalho de adesdo, ¥; e ¥, a energia de cada um dos componentes do
sistema, substrato e filme respetivamente, e ¥;, a energia da interface entre os
componentes [65]. Deste modo foi possivel avaliar, de uma forma indireta, a adesao entre
0s revestimentos e o substrato de PTFE, sem recorrer aos testes fisicos convencionais que
poderiam danificar o polimero. Os resultados sumariados na tabela 3.7 indicam que h&
adesdo entre os filmes finos e a superficie de PTFE, tal como seria esperado dado que ha
uma continuidade quimica entre substrato e revestimento, evitando assim 0s problemas

associados as interfaces entre materiais dissimilares.

Tabela 3.7 - Valores das energias superficiais e da interface e da variacao de energia livre de Gibbs
no conjunto substrato/revestimento.

Superficies (mJY.:n'Z) (mgrzn'z) (m}{.ﬁﬁ) (rﬁJc.}n]é)
PTFE 30,8 -- -- -
PTFEc - 10,1 5,7 35,2

PTFEcAg - 223 0,7 -52,4
PTFEcA - 9,9 5,8 -34,9
PTFEcB - 11,6 4,6 -37,8
PTFEcC - 11,3 4,8 37,2
PTFEcD - 18,9 1,4 -48,2

PTFEcDAg -- 21,2 0,9 51,1

PTFEcE -- 16,4 2,3 -44.9
PTFEcF -- 21,3 0,9 51,2
PTFEcFAg -- 44,8 1,3 -74,3
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3.4.3. Tensao adesao da agua

Quando um material é concebido para estar em contacto com fluidos humanos é
oportuno avaliar a tenséo de adeso da agua, °, pois inclui o papel biofisico da agua o que
permite prever a resposta bioldgica aos materiais inseridos no organismo [77]. Na literatura
o valor que determina a capacidade de um material conseguir suportar a adsorcdo de
proteinas sem iniciar a cascata de coagulagéo, responsavel pela formacéo de trombos, é de
7°= 30 mJ.m e é designado por limite de Berg. Apenas as superficies que possuam valores
inferiores aos deste limite, teoricamente, sdo capazes de adsorver proteinas sem
desencadear a resposta bioldgica adversa. O célculo deste pardmetro € efetuado
multiplicando a tensdo da agua (y°) pelo cosseno do &ngulo de contacto estatico
correspondente (cosd),

% =y%cos0.

Na Figura 3.9 estdo os valores da tensdo de adesdo da dgua para todas as superficies
em estudo incluindo as dos alvos. Todos os filmes, excetuando o PTFECF_Ag, possuem
valores de 1% negativos. O valor para esta superficie encontra-se perto do valor de limite de
Berg, tal como o da superficie de PA indicando, mais uma vez, a maior contribuicdo de
material ejetado deste alvo na superficie PTFECF_Ag do que na do respetivo filme fino

sem prata.
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Figura 3.9 - Tensdo de adesdo da 4gua em todas as superficies em estudo.

Os valores calculados para todas as superficies sdo indiretamente importantes neste
trabalho. Com efeito, ndo foi encontrada na literatura nenhuma referéncia da relagéo entre
este parametro e propriedades antimicrobianas. No entanto, se as superficies desenvolvidas
neste trabalho sdo para evitar infecdes nosocomiais em dispositivos invasivos de PTFE, é
necessario ter em consideracao que vao estar em contacto com células eucariotas e é, desde
logo, necessario assegurar uma boa compatibilidade celular. Os valores calculados, por
serem inferiores ao limite de Berg, ddo indicacbes positivas sobre uma boa

compatibilidade bioldgica [77].
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3.5. Potencial eletrocinético

O potencial eletrocinético, ou potencial zeta (), avalia a carga de superficie quando
na presenca de um eletrolito e é influenciado pela morfologia, rugosidade e composicéo
quimica da superficie [78,79].

P. aeruginosa apresenta potencial zeta negativo, tanto na fase exponencial como na
fase estacionaria [79]. Assim, idealmente, as superficies que apresentem um potencial zeta
negativo devem dificultar a fase de adesdo destes microorganismos devido as interacfes
repulsivas [80].

Os valores médios e respetivos desvios padrdo das superficies em estudo estdo
apresentados na figura 3.10. Todos os filmes finos apresentam valores negativos de
potencial zeta a excecdo das superficies PTFEcD e PTFEcD_Ag. Na literatura esta
documentado a influéncia da quantidade relativa que grupos quimicos podem induzir nos
valores de potencial zeta [81]. Com efeito, cadeias terminadas em —NH, d&o origem a
valores de potencial zeta nulos ou positivos, enquanto a presenca de —-COOH e —OH
contribuem para o valor negativo da carga de superficie, apenas para mencionar alguns dos
grupos quimicos. Assim, o valor negativo de todas as superficies é expectavel sobretudo se
tivermos em consideracdo os valores dos materials poliméricos macigos a partir dos quais
os filmes finos foram depositados. O valor nulo das superficies PTFEcD, com e sem prata,
apenas pode ser justificado por um balanco, na superficie do filme fino, de grupos

quimicos funcionais que desenvolvem carga positiva e negativa na presenca de KCI.
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Figura 3.10 - Potencial zeta das superficies dos filmes finos e dos alvos utilizados.

3.6. Testes in vitro

A resisténcia antimicrobiana das superficies foi avaliada através de trés testes:
formacdo do halo de inibicdo, formacdo de biofilme e avaliacdo da toxicidade. Os testes
foram efetuados as superficies PTFEc, PTFEcD e PTFECF, com e sem Ag, e ao PTFE
macico que foi usado como controlo.

N&o ocorreu halo de inibicdo nem no PTFE macico nem nas superficies que nédo
continham prata, tal como seria expectavel. Nas superficies com Ag apenas a superficie
PTFEcF_Ag deu origem ao aparecimento do halo de inibicdo (Figura 3.11). Este
comportamento pode ser devido, de acordo com as caracterizagdes ja efetuadas, ao facto de
ser a superficie com maior energia de superficie e, consequentemente, com maior
reatividade aliada a um potencial zeta negativo que, teoricamente, € menos atrativo para a
adesdo de células com carga negativa como € o caso de P.aeruginosa. A superficie
PTFEc_Ag possui potencial zeta negativo, mas uma baixa energia superficial e a superficie
PTFEcD_Ag apresenta uma energia de superficie semelhante a de PTFEc_Ag, mas um

valor nulo de potencial zeta.
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Figura 3.11 - Fotografia digital do halo de inibi¢&o de crescimento de P.aeruginosa devido a
superficie PTFECF_Ag.

As superficies, apos o teste do halo de inibicdo, foram observadas em SEM (figura
3.12). No PTFE macico ndo sé a superficie esta colonizada por bactérias como estas
degradaram a superficie do material polimérico, tendo utilizado o PTFE como fonte de
alimento. Este facto é surpreendente pois a literatura refere que este polimero €
caracterizado por ser biologicamente inerte. Quando se comparam as superficies com e
sem prata, apos o teste, é evidente que nos filmes sem prata a densidade de bactérias sobre
a superficie PTFECD € superior a da observada na superficie PTFEc, o que seria expectavel
dada a carga superficial nula da primeira. No entanto, a superficie PTFEc_F encontra-se
colonizada por bactérias e a integridade do filme foi destruida tal como acontece na
superficie PTFEc_D indicando que P.aeruginosa utiliza como fonte de alimento os filmes
finos que contém C, N e O. Com efeito, o filme PTFEc, que possui menos grupos quimicos
funcionais que os outros dois é o que apresenta maior integridade da sua superficie. A
presenca de prata ndo afeta o aspeto morfoldgico dos filmes PTFEc_Ag e PTFEcD_Ag,
quando comparado com as superficies sem prata, sendo que a grande diferenca é observada
na superficie PTFECF_Ag. Esta superficie inibe efetivamente o crescimento bacteriano
pelas razdes anteriormente referidas.

De realgar que este teste, por ser efetuado em condigdes estaticas e em meio sdlido,
ndo reproduz o que acontece no corpo humano. Por este motivo 0 mesmo conjunto de
superficies testadas na formacdo do halo de inibicdo foi avaliado na sua capacidade de

inibir a formacé&o de biofilme em condig¢des dinamicas e em meio liquido.
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ApoOs este teste, as superficies foram observadas em SEM, o que confirmou a
capacidade antimicrobiana de PTFEcCF_Ag (Figura 3.13) que, mais uma vez, nao permitiu
a adesdo e proliferagdo das bactérias. No entanto, nas superficies PTFEc_Ag e
PTFEcD_Ag também ndo foi possivel observar a formacéao de biofilme ao contrério do que

aconteceu nas superficies sem prata e, sobretudo, na do PTFE macico.

Figura 3.12 - Micrografias da morfologia de varias superficies apds o teste da formagéo do halo de
inibicdo
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Figura 3.13 - Micrografias da morfologia de varias superficies apés o teste da formacédo de biofilme.
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Sendo um teste que ocorre em condic¢Ges dindmicas por um lado é mais dificil a
fase de adesdo das células procariotas para posterior proliferacdo e formacao do biofilme,
mas por outro a ionizacdo da prata metalica € mais facil em contacto com o meio LB
liquido do que no caso do mesmo meio mas sélido, como no teste do halo de inibic&o.
Novamente, € importante realcar que apenas apds 24 horas e, em condi¢fes dinamicas, ha
formacédo de biofilme sobre a superficie do PTFE macico. A formacdo do biofilme €
bastante evidente ndo sé pela colonizagdo das bactérias mas, sobretudo, pela formacao da
matriz extracelular de exopolimeros, de acordo com o descrito na revisdo bibliografica, é
essencial para formagdo do biofilme.

Com o intuito de avaliar se o efeito observado, quer no teste da formacao do halo
quer no da formacdo do biofilme, era devido a acdo das células procariotas ou dos meios
de cultura e do soro fisioldgico foram efetuados controlos. As superficies foram colocadas
em contacto com o0 meio LB sdlido mas sem estar inoculado com P.aeruginosa e foram
submetidas ao mesmo teste da formacéo do biofilme mas com as bactérias na presenca de
tampédo PBS e sem meio de cultura. A observacdo em SEM mostrou inequivocamente que
a acdo de degradacdo das superficies anteriormente observadas era devida a acdo
bacteriana (Apéndice E)

A avaliacdo da toxicidade dos filmes é dado pelo nimero de coldnias viaveis (CFU)
ao fim de varios periodos de tempo de contacto com uma solucdo de NaCl, previamente
incubada a 37°C, durante 24 horas, com as superficies PTFEc_Ag, PTFEcD_Ag e
PTFECF_Ag. O controlo é efetuado, para os mesmos tempos, com uma solucdo de NaCl
que ndo esteve em contacto com nenhuma das superficies em estudo (Figura 3.14). No
controlo, hd um decréscimo no nimero de coldnias viaveis com o tempo pelo facto de as
células procariotas ndo proliferarem normalmente num meio que é escasso em nutrientes.
Deste modo este decréscimo representa a mortalidade normal pelo contacto com o soro
fisioloégico. Quando se compara esta tendéncia com a observada para as superficies
contendo prata é evidente que a superficie PTFEcD_Ag apresenta um comportamento
semelhante o que implica que esta superficie ndo apresenta toxicidade para a P.aeruginosa.
O comportamento das duas outras superficies € semelhante entre si e com um desempenho
mais efetivo, em termos de toxicidade, que o controlo.

De todos os testes antimicrobianos efetuados a superficie PTFEcF_Ag foi a Unica

que apresentou um desempenho antimicrobiano efetivo, sendo assim possivel afirmar que
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esta sera uma superficie de eleicdo para a modificacdo da superficie de dispositivos
médicos invasivos de PTFE de modo a conferir propriedades antimicrobianas contra uma

das bactérias mais perigosa no que concerne as infe¢fes nosocomiais.
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Figura 3.14 - Percentagem de coldnias viaveis, avaliadas pelo teste de toxicidade, para varios
tempos de contacto.
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CONCLUSOES

O objetivo primordial deste trabalho era o de modificar PTFE com revestimentos

com a capacidade antimicrobiana contra P. aeruginosa. Assim, as principais conclusdes

retiradas deste trabalho podem ser sumariadas, como se segue:

pela utilizacdo da pulverizagdo catodica rf magnetrdo foi possivel desenvolver
filmes finos a base de PTFE, sem e com a incorporacdo de reduzidos teores de
prata;

a insercao de prata leva a formacéo de filmes finos nanocompasitos onde a prata de
dimensGes nanométricas se encontra dispersa numa matriz polimérica amorfa;

as variacGes dos parametros de deposicdo e a codeposicdo com PA permitiram
conferir as superficies um leque variado de propriedades/caracteristicas;

todas as superficies apresentaram valores de tensdo de adesdo da agua inferiores ao
limite de Berg o0 que, teoricamente, as habilita a serem utilizadas em contacto com
células eucariotas sem ativar a cascata de coagulacdo

de todas as propriedades/caracteristicas avaliadas as que mais diretamente se
conseguiram relacionar com o desempenho antimicrobiano foram a energia de
superficie e a carga superficial;

contrariamente ao descrito na literatura o PTFE macigo ndo apresentou inércia
biolégica em relacdo a P.aeruginosa, sendo mesmo a superficie onde o biofilme
desta bactéria mais facilmente se desenvolveu;

a superficie que, inequivocamente, apresentou capacidade antimicrobiana contra

P.aeruginosa foi a desenvolvida por codeposicdo de PTFE, PA e Ag: PTFECF_Ag.

Como trabalho futuro € sugerido avaliar, experimentalmente, a toxicidade da superficie

PTFEcF_Ag em testes in vitro com células eucariotas, tais como células endoteliais do

sistema vascular, de modo a confirmar se as indicacOes dadas pelas caracterizagOes

efetuadas neste trabalho sdo validadas.
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ANEXO A

Correspondéncia entre bandas de infravermelho e grupos quimicos funcionais
de interesse do PTFE.

Bandas (cm™) Descriciao Referéncia
980 -CF; vibragao de deformagdo [65]
1038 -CF, (x=1,2 ¢ 3) [65]
1151 > CF, vibracdo de elongagdo simétrica [65]
1210 > CF, vibra¢do de elongagdo assimétrica [65]
1340 = C-F vibracao de elongacdo [65]

> CF, vibragdo de elongacdo axial
1626 > C=CF- vibragao de elongacido quando reticulada [65]
1709 C=0 vibra¢do de elongacdo [65]
1730 -CF=CF- vibragao de elongagio [65]
1776 -COOH ligado por pontes de H, vibracao de elongagdo [65]
1787 -CF=CF, vibra¢ao de elongacio [65]
1883 -CF=0 vibrag¢ao de elongagdo [65]
1959 -CF=C=CF- vibrag¢ao de elongacdo [65]
2900-3500 O-H vibragao de elongagdo [65]
686 NH fora do plano de corte [72]
1538 N monosubstituida do grupo amida [72]
1636 -C=0 vibragao de elongacdo da amida [72]
2932 -C-0 vibragido de elongagdo da amida [72]
3077 -C-O vibragao de elonga¢do da amida [72]
3299 -N-H vibra¢ao de elongacdo [72]
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Apéndices

APENDICE A

Desconvolugéo dos espectros de XPS.
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APENDICE B

Espetros de FTIR dos filmes.
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Apéndices

APENDICE C

Micrografias de SEM de superficie e secgdo transversal.
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PTFEcD Ag
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APENDICE D

Imagens de AFM topograficas de uma area de 5x5 e 1x1 um?, respetivamente, e de fase.
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PTFEcD Ag
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APENDICE E

Micrografias de SEM do contato das superficies PTFE e PTFECF com o meio sélido
utilizado no teste do halo e o tampao PBS utilizado na formacao de biofilme.
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