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RESUMO

ROCHA, Ully Guimarées. Analise da acao bactericida de selante de matriz
polimérica com aditivo de prata. 2022. 65 f. Dissertagdo (Mestrado em
Engenharia Mecanica) — Faculdade de Engenharia, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Este projeto teve como objetivo analisar e caracterizar algumas
superficies poliméricas a base de poliacido lactico (PLA), com e sem o
revestimento de um selante de matriz polimérica com aditivos de Nitrato de
Prata. Foram utilizadas metodologias para fabricar as placas de PLA por
manufatura aditiva (impressao 3D) e o selante a base de Prata. Técnicas de
inspecao visual, microscopia optica (MO), processamento digital de imagens
(PDI), microscopia eletrbnica de varredura (MEV), analise quimica
semiquantitativa por espectroscopia por dispersao de energia (EDS) e medidas
de rugosidade média (Ra) foram usadas para a caracterizagao dos polimeros.
Testes in vitro foram realizados para analisar o efeito das superficies e quantificar
o crescimento das bactérias Escherichia coli ATCC 11229 e Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Enquanto que para analise do efeito das superficies foram
realizados testes in vitro com o objetivo de quantificar o crescimento das
bactérias Escherichia coli ATCC 11229 e Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Os resultados obtidos apresentaram uma reducdo de aproximadamente 64
vezes na quantidade de bactérias apds 30 minutos de contato com a superficie
revestida pelo selante quando comparado as superficies sem o revestimento.

Palavras-chave: PLA. Impressao 3D. Teste in vitro. Atividade antimicrobiana.
Nitrato de Prata.



ABSTRACT

ROCHA, Ully Guimarées. Analysis of the bactericidal action of polymeric
matrix sealant with silver additive. 2022. 65 f. Dissertacao (Mestrado em
Engenharia Mecéanica) — Faculdade de Engenharia, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

The aim of this project was to analise and characterize some properties of
polymeric surfaces based on PLA, uncoated and coated with a polymer matrix
sealant with Silver Nitrate aditives. The methodology included the fabrication of
PLA plates by additive manufacturing (3D printing) and the creation of a sealant
model to cover these samples silver-based. Techniques like visual inspections,
optical microscopy (OM), digital image processing (DIP), scanning electron
microscopy (SEM), semi-quantitative chemical analysis by energy dispersive
spectroscopy (EDS) and average roughness (Ra) were used to characterize the
surfaces. In vitro tests were carried out to analyze the effect of the surfaces and
quantify the growth of the bacteria Escherichia coli ATCC 11229 and
Staphylococcus aureus ATCC 25923. The results obtained showed a a reduction
in the number of bacteria of approximately 64x for the silver-based material after
30 minutes of contact with the sealant surface, when compared to the non-coated
surfaces.

Keywords: PLA. 3D printing. In vitro test. Antimicrobian activity. Silver Nitrate.
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INTRODUGAO

A globalizagdo dos microrganismos ganhou evidéncia recentemente. Com
as viagens aéreas, um individuo infectado pode viajar ao redor do mundo em um
curto periodo, o que significa que uma simples viagem pode infectar um mundo
inteiro, transformando uma epidemia em uma pandemia com velocidade
surpreendente [1].

Ha dois tipos de bactérias, as Gram-positivas e as Gram-negativas, que
sao identificadas respectivamente pelas cores roxa e vermelha quando tratadas
com corantes. Cerca de 90 a 95% das bactérias Gram-negativas sao
patogénicas enquanto as Gram-positivas, possuem, muitas ndo patogénicas e
de grande importancia para o meio ambiente. A observacdo de Gram possibilita
também associarmos as bactérias as infecgbes clinicas, e mais uma vez
diferencia-las em positivas ou negativas, o que permite monitorar a infecgéo e
adotar tratamento adequado, mesmo antes que seja feita uma analise mais
detalhada. Outras caracteristicas que diferenciam as bactérias em negativas ou
positivas sdo a composigao e as propriedades quimicas e fisicas das paredes
celulares. Ou seja, é o tipo de parede, ligado a coloragdo, que vai definir sua
resisténcia aos antibiéticos e medicamentos e quais tipos de agentes quimicos
e fisicos serao utilizados para eliminar, controlar ou aumentar o crescimento das
bactérias de acordo com a necessidade [5,6].

Com o surgimento de novos virus e bactérias mais resistentes, estudos e
pesquisas sobre substancias biocidas e equipamentos de protecdao tém se
tornado ainda mais necessarios. Em unidades hospitalares, onde riscos de
contaminagao sao ainda mais elevados, os cuidados devem ser ainda maiores,
pois nestes locais, as praticas de limpeza mais aprimoradas sao de dificil
implementagao, o que acaba acarretando um percentual baixo de superficies
hospitalares que recebem uma higienizagao satisfatoria, favorecendo os quadros
de infecgao hospitalar. Além de ser um ambiente de disseminagcao de doengas
ou infecgdes, quando nao atendidos, os hospitais sdo focos de microrganismos
patogénicos, com alta mortalidade, gerando um grande impacto e preocupagao
na area meédica. Na tentativa de combater a proliferacdo causada pela

contaminagao de superficies como macas, mesas, interruptores e materiais
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hospitalares, diversas pesquisas tém avaliado a atividade e a eficacia biocida de
metais como Prata, cobre e zinco. Neste contexto, superficies antimicrobianas
(com habilidade de matar ou deixar inativos microrganismos do tipo bactérias,
fungos e virus) feitas de materiais compositos contendo particulas de Prata tem
se destacado [2,3].

Os selantes, usados como uma camada superficial para bloquear os
poros e minimizar os efeitos da porosidade nas superficies pois penetram nos
defeitos dos revestimentos, sao tintas especiais que ajudam a proteger o material
base, ja que reduzem as areas expostas. Sua acdo se da através de sua
aplicacao sobre a superficie para vedagao dos poros. Seja a base de resina
(epodxi, poliéster ou poliuretano) ou cera, os selantes podem ter pigmentos
metalicos ou ndo. Entretanto, para que seja garantida sua eficacia, eles devem
ter baixa viscosidade, absorver pouca agua, ser compativel com o ambiente de
trabalho e possuir baixa espessura, geralmente 75 ym ou menor [77-81].

Os materiais com acao antimicrobiana sao considerados essenciais em
ambientes onde deve predominar a limpeza e a higiene. Com isso, o
desenvolvimento de materiais biocidas tem sido uma forma eficaz de lidar com
situagdes de risco e estao se tornando interessantes para as industrias. Na forma
de aditivos, os agentes biocidas tém sido acrescentados nas embalagens de
alimentos, utensilios de cozinha, tubos, filtros de ar, recipientes e caixas, em
produtos médicos como luvas, cateteres, curativos e roupas de cama [4-6,15,16].

O objetivo desta pesquisa é avaliar o efeito biocida de um selante (ou tinta)
a base de polimero e contendo particulas de Nitrato de Prata, aplicado sobre a
superficie de uma placa de polimero termoplastico (Poliacido Lactico - PLA),
obtida por impressdo 3D, simulando a superficie de alguns dispositivos
hospitalares. Os sistemas com e sem selante serdo submetidos as técnicas de
caracterizagdo por microscopia Optica (MO), medidas de rugosidade,
microscopia eletrdnica de varredura (MEV), analise quimica semiquantitativa por
Energy Dispersive Spectroscopy (EDS), Processamento Digital de Imagens
(PDI). Adicionalmente, os sistemas foram avaliados através de testes in vitro
expostos as bactérias das estirpes Escherichia coli ATCC 11229 (Gram-
negativa) e Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gram-positiva), a fim de medir

a eficacia do selante ao entrar em contato direto com as bactérias.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Microbiologia e as bactérias

A microbiologia estuda os seres microscopicos (alguns deles surgiram ha
milhdes de anos) conhecidos como micro-organismos. Dotados de uma grande
diversidade de espécies, impossiveis de serem vistos com a vista desarmada,
possuem o papel fundamental no ciclo do carbono e do nitrogénio e,
automaticamente, na manutengao da atividade biologica [2]. Ja a microbiologia
meédica, esta relacionada aos micro-organismos causadores de doengas em
humanos e animais [1].

Dentro do grupo de micro-organismos estao as bactérias, com dimensdes
oscilando entre 0,2 e 2 um, seres unicelulares que ao aderirem em determinadas
superficies, influenciadas por diversos fatores como alimento, temperatura,
humidade, PH e oxigénio, podem aumentar sua populagdo, formando um
biofilme [2]. Encontradas em qualquer lugar, elas revestem a pele, as mucosas
e cobrem o trato intestinal dos homens e dos animais. Estdo intrinsecamente
ligadas as vidas de organismos e aos amplos ambientes em que habitam. As
bactérias denominadas comensais, sdo extremamente benéficas e essenciais
para a manutengdo da vida, integram parte da nossa protegdo contra a
colonizagéo das patdgenas, as quais sao nocivas a nossa saude [3].

Segundo os microbiologistas, as bactérias sao classificadas de acordo
com as caracteristicas dos micro-organismos, podendo ser divididas entre Gram-
positivas e Gram-negativas [4]. Existem, portanto, algumas particularidades
entre essas bactérias, e para diferencia-las foi criado o método chamado GRAM,
em homenagem ao bacteriologista dinamarqués Hans Christian Gram, que
realizou um estudo a respeito da cor das bactérias. Em 1984, Hans observou
que as bactérias adquiriam cores diferentes, quando tratadas com diferentes
corantes. Isso permitiu classifica-las em dois grupos distintos: as que ficavam
roxas, que foram chamadas de Gram-positivas, e as que ficavam vermelhas,
chamadas de Gram-negativas [5]. A técnica de Gram tem também uma grande
importancia clinica porque permite que as bactérias associadas
a infecgdes sejam prontamente caracterizadas como Gram-positivas ou Gram-

negativas, o que permite monitorar a infecgdo e adotar certas opgdes de
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tratamento, mesmo antes que seja feita uma analise por cultura, isto é, uma
analise mais detalhada.

Além da coloragao, € possivel diferencia-las quanto a composigcéao e
propriedades quimicas e fisicas das paredes celulares. As Gram-
positivas possuem uma parede celular grossa. Ja os organismos Gram-
negativos possuem uma parede celular mais fina que é envolvida por outra
membrana externa, portanto, os Gram-negativos possuem 2 membranas, a
externa difere da interna e contém moléculas de lipossacarideos tornando-as
mais fortes, aumentando sua resisténcia aos antibioticos e medicamentos.
Portanto, é o tipo de parede, ligado a coloracéo, que vai definir quais tipos de
agentes quimicos e fisicos que serdo utilizados para eliminar, controlar ou
aumentar o crescimento das bactérias de acordo com a necessidade [6].

Cerca de 90 a 95% das bactérias Gram-negativas sdo patogénicas e
muitas Gram-positivas sdo nao patogénicas e algumas, inclusive, de grande
utilidade para o meio ambiente e seres vivos. Outra caracteristica das Gram-
negativas é que, geralmente, sdo mais ameagadoras do que as Gram-positivas
por terem uma maior capacidade de se multiplicar e serem ou se tornarem mais
facilmente resistentes aos antibiéticos [6].

Dentre as Gram-positivas destacam-se a Stafilococcus aureus,
Lactobacillus spp, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae,
Clostridium tetani e Enterococcus faecalis. Ja entre as bactérias Gram-negativas
destacam-se a Escherichia coli, Helicobcater pylori, Haemophilus influenzae,
Neisseria, Klebsiella, Enterobacteriaceae, Chlamydia, Salmonella, Shigella e
Vibrio [2].

1.2Infecgao hospitalar e pontos focais de transmissao de doengas

Como ja dito na Introdugao desta proposta, com a globalizagdo dos micro-
organismos, uma simples viagem pode infectar um mundo inteiro, transformando
uma epidemia em uma pandemia com uma velocidade surpreendente [7].

Considerando ambientes de possivel disseminacdo de doengas ou
infeccdes, quando nao tomados os devidos cuidados, os hospitais sdo pontos
focais de micro-organismos patdégenos. A partir do momento em que os doentes
passaram a ser tratados em hospitais, a transmisséo de agentes infecciosos no

ambiente hospitalar tornou-se motivo de preocupacéao. As infec¢des adquiridas
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nesses locais tém contribuido para aumentar o risco de morte entre os pacientes
mais graves e aqueles imunocomprometidos [8].

Com alto indice de mortalidade, este tipo de infeccdo sempre teve um
grande impacto e preocupagao na area médica. Por ser um grande problema de
saude publica, necessita de uma vigilancia epidemiolégica minuciosa, de alta
periodicidade e atengao redobrada dos profissionais de saude, da administragao
hospitalar, da Comissao de Controle de Infecgdo Hospitalar e do Governo [12].

De acordo com o Ministério da Saude (1998), a Infeccdo Hospitalar (IH)
“é aquela adquirida apds a admissao do paciente e que se manifeste durante a
internacédo ou apods a alta, quando puder ser relacionada com a internagao ou
procedimentos hospitalares” [9].

Numa situagdo mais ampla, isto €, considerando-se outros ambientes
pontos focais para disseminagdo de doencas e ndo s6 os hospitalares, o
Programa de Controle de Infecgdo em Servigos de Saude é sindnimo de controle
de qualidade. Por isso, no Brasil, essa atividade € desenvolvida pela Anvisa com
muito engajamento, em parceria com Vigilancias Sanitarias estaduais,
municipais, hospitais publicos e privados, instituicbes de ensino e profissionais
de saude. A meta é reduzir, em ambito nacional, a incidéncia de Infecgbes
Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) e de Resisténcia Microbiana (RM)
em servicos de saude, por meio da implementacao de praticas de prevencao e
controle de infecgbes baseadas em evidéncias. Além de divulgar agbes que
possam prevenir as infecgdes adquiridas nas unidades de saude - hospitais,
clinicas e ambulatorios [10].

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, até 32% dos pacientes
contraem um infecgdo pos-cirurgica e centenas de milhdes de pacientes séo
afetados pelas IRAS a cada ano em todo o mundo, ou seja, uma alta taxa de
mortalidade, acarretando uma grande perda financeira para todo o sistema de
saude. Além disso, um em cada dez pacientes contraem alguma infecgéo
enquanto recebem cuidados e de cada cem pacientes hospitalizados, sete em
paises desenvolvidos e dez em paises em desenvolvimento irdo adquirir pelo
menos uma das IRAS [9, 13].

Entretanto, os hospitais também s&o essenciais para o controle
epidemioldgico, pois complementam e amplificam a eficacia de muitas outras

partes do sistema de saude. Atualmente, as deficiéncias do sistema hospitalar e
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de saude estdo conduzindo, em boa parte do mundo, uma nova visao, onde os
hospitais desempenham um papel fundamental no apoio de outros prestadores
de cuidados da saude, gerando uma rede de referéncia ao alcance da
comunidade [11].

Os hospitais concentram recursos escassos em redes de referéncia bem
planejadas para responder de forma eficiente as necessidades de saude da
populagao. E, geralmente, fornecem um ambiente para a educagcédo de médicos,
enfermeiras e outros profissionais de saude e sdo uma base critica para a

pesquisa clinica [11].

1.3Prevencgao e controle de doencas infecciosas

Prevenir a exposig¢ao e a infeccdo é a forma mais eficaz de combater a
morbidade e mortalidade causadas pelas doencas infecciosas. Medidas de
prevencdes, que geralmente se aplicam a muitos patdbgenos com mesmo modo
de transmissao, podem ser tomadas pela comunidade, com objetivo de diminuir
a transmissdo e automaticamente o risco de exposicdo dos individuos que
componham esta comunidade, e pelo proprio individuo [1].

Muitas dessas medidas, sao relativamente simples e faceis de
implementar. Como por exemplo, a importdncia de lavar as maos que foi
fundamentada por Ignaz Semmelweiss na década de 1840. Ele demonstrou a
relevancia desse simples ato, quando identificou 0 modo de transmissao da
sepse puerperal, e introduziu esta medida para os médicos em hospitais, com o
objetivo de reduzir a mortalidade. Porém, muitas vezes uma medida de
prevencdo nao € generalizada entre os individuos. Mudangas de
comportamentos em torno da preveng¢ao pode ser dificil, pois muitos fatores
relacionados ao conhecimento, a motivacdo e aos recursos disponiveis
determinam se uma medida sera implementada [2, 12].

Dentre as medidas individuais a serem tomadas, pode-se destacar
lavagem das méaos, higiene alimentar, uso de preservativos e medidas contra
doencas transmitidas por vetores. Ja pensando no ambito mais geral, pode-se
relacionar ao saneamento basico, agua potavel, isolamento, quarentena,
rastreamento de contato, triagem no suprimento de sangue e outros [3].

E possivel, como forma de prevencéo, trabalhar, também, com o controle

da resisténcia bacteriana. No inicio do século XX, a descoberta da penicilina,
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antibidtico usado durante a segunda guerra mundial, ajudou a controlar as
infeccdes bacterianas, incluindo as hospitalares. Porém, com o aparecimento da
bactéria Staphylococcus aureus, resistente a penicilina, na metade desse século,
levou a uma devastadora epidemia hospitalar com esses agentes. Esta bactéria
infectava os pacientes internados nas unidades, com isso a efetividade da
descoberta da penicilina e de outros antibioticos posteriores foi substituida pelo
numero crescente de amostras bacterianas que, rapidamente, adquirem
resisténcia a estas drogas [12].

A bactéria tem a habilidade de se adaptar e consequentemente criar uma
resisténcia aos antibioticos. Estudos mostram que na Europa e na América do
Norte, Staphylococcus aureus se mostrou resistente a meticilina, Streptococcus
pneumoniae €& nao susceptivel a penicilina, enterococos € resistente a
vancomicina e a prépria vancomicina é a unica droga que pode tratar o
Staphylococcus aureus, mas no Japao, algumas cepas ja se mostraram
resistentes a este antibiotico. Esta resisténcia antimicrobiana é irreversivel
devido ao uso indiscriminado de antibiéticos. Por isso, é algo preocupante para
0 meio cientifico e cada vez aumenta a necessidade de conscientizar os
profissionais de saude e a populagao quanto ao uso dos antibioticos [3, 12].

O impacto das bactérias resistentes € um problema mundial que
representa uma grave ameacga para a humanidade. Além de ser uma grande
barreira na saude publica e de grande amplitude médico-social, cujas
consequéncias, para muitos estudiosos, ja estdo no nosso cotidiano e podem
piorar, pois no futuro elas serdo ainda mais devastadoras para a humanidade
[12].

1.4 Bactericidas e bacteriostaticos

Ha duas maneiras diferentes de lidar com infecgao bacteriana. Uma delas
€ a administragao de bacteriostaticos, que impedem a reproducao das bactérias,
e a outra sdo os bactericidas, que matam as bactérias (biocidas). Por ndo serem
categorias absolutas, pode acontecer de um ser bactericida para um
determinado organismo e bacteriostatico para outros. Por exemplo, o antibiético
vancomicina, ja citado anteriormente, é bactericida para o Staphylococcus

aureus, mas se comporta como um bacteriostatico contra o Enterococos [4].
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Quando se elimina biofilmes ou bactérias de superficies, nos alimentos,
de solugdes, nao se utiliza antibidticos, mas a técnica de esterilizagao ou limpeza
e desinfeccéo [4, 14].

A limpeza (ou esterilizacdo) € onde se elimina, de uma determinada
superficie, uma sujeira, seja ela visivel ou invisivel, evitando o acumulo de
residuos que gerem algum crescimento microbiano, com a destruicao de todas
as formas de vida micro-organicas. Ja a desinfeccdo é definida como o
tratamento de superficies e equipamentos, utilizando meios fisicos ou quimicos,
para descarte total de patdgenos e redugédo da quantidade de micro-organismos
presentes para um nivel seguro e / ou prevenir o0 crescimento microbiano na
superficie durante o periodo de produgao, evitando assim sua transferéncia para
0 consumidor [14].

A literatura apresenta alguns agentes quimicos capazes de esterilizar e
desinfectar. Entre alguns desses agentes estdo o Cloro, Hipocloreto de Sdédio
(NaClO), Dioxido de Cloro (ClO2), Perdxido de Hidrogénio (H202), Ozbnio (O3) e
os metais Aluminio, Cobre, Mercurio, Cadmio, Cromo e Prata [4].

O Cloro, um dos desinfetantes mais utilizados e eficazes para tratamento
de agua, atua rompendo as ligagdes quimicas das biomoléculas presentes nas
bactérias e virus, com uma acao bactericida potente contra a Escherichia coli.
Porém, armazenar o Cloro em forma de gas, além de ser téxico para os seres
humanos, ndo é uma tarefa facil. Com isso, outros desinfetantes, como o
Hipoclorito de Soédio (NaClO), Dioxido de Cloro (CIO2), vém sido estudados
como uma alternativa menos nociva a saude humana [105-107].

Com ampla atividade antimicrobiana e de acido rapida e barata, o
Hipoclorito de Sédio é conhecido como um 6timo desinfetante, mas possui alta
corrosividade, limitando seu uso em algumas superficies e, para evitar danos, a
limpeza e desinfeccao é feita com o pH elevado, entre 10-11, e para alvejantes
domeésticos, possui uma concentragao maxima de 5% em peso de Hipoclorito de
Sédio. O Dioxido de Cloro também possui um alto poder oxidante, mas uma
efetividade maior que a do Cloro pois ndo reage com as moléculas de agua,
acarretando um maior contato com os microrganismos. Além disso, comparado
ao Cloro, o Dioxido de Cloro consegue, com doses mais baixas, um efeito
desinfetante mais rapido [105,108,109].
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O Perdéxido de Hidrogénio tem sido utilizado na industria alimenticia e em
hospitais. Barato e facil de produzir, também é utilizada como desinfetante tépico
e oral. Para que o Peroxido de Hidrogénio tenha um efeito bactericida, &
necessario altas concentragbes e precisa ser misturado com outro agente
quimico, como por exemplo um acido [110,111].

Dentre os metais com efeito biocida, temos o Aluminio que, na forma
idnica, é altamente tdéxico e vem sendo usado no combate aos fungos e bactérias
na agroindustria como pesticida para tratamento de frutas. Assim como o
Aluminio, o Cadmio e o Cromo sdao comumente usados na agricultura, na
composicao de fungicidas e bactericidas para evitar pragas. Ja o Mercurio, um
dos bactericidas mais conhecidos e usado ha anos para obturar dentes, caiu em
desuso devido a sua toxicidade elevada, sendo substituido pelo lodo que além
de ser menos toxico aos seres humanos, possui um efeito microbiano mais vasto
[14,112-116].

O Cobre, devido as suas propriedades antimicrobianas, vem sido utilizado
de varias maneiras, sendo na forma de ligas, revestimentos de superficies,
vestuarios e tecidos. Porém, vale ressaltar que os seres humanos possuem uma
baixa sensibilidade em contato com o cobre, sendo assim o Cobre metalico, em
pequenas concentragdes, um elemento seguro para o meio ambiente e para o
homem. Assim como o Cobre, a Prata € um bactericida amplamente utilizado em
ambito hospitalar. Utilizada para prevenir infecgdes, despertou grande interesse
na odontologia, pois consegue manter seu efeito biocida por um longo periodo.
Os ions de Prata tém o poder de inibir o crescimento celular, danificando as
paredes celulares e vem sendo usada como aditivos em matrizes poliméricas,
aditivos superficiais e, recentemente, vem sendo testada a adigdo de
nanoparticulas de Prata em tecidos para serem utilizados em ambiente
hospitalar com o objetivo de combater as bactérias e virus. E, por ser um metal

téxico para as bactérias é o objeto de estudo deste trabalho [25,117-120].

1.5Interagao entre as bactérias e as superficies

Uma das maneiras mais comuns de sobrevivéncia das bactérias, é
aderindo as superficies e formando comunidades, conhecidas como biofilme. As
superficies de materiais de aco inoxidavel em geral, vidro, borracha e

polipropileno, por exemplo, sao locais onde uma bactéria patégena pode
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facilmente colonizar, contaminando a superficie do material. Muitas bactérias
sdo capazes de aderir a superficies e sao de dificil remogao. Na cozinha, por
exemplo, e principalmente, nos locais onde sdo manuseados alimentos, como
tabuas de corte e bancadas, acabam comprometendo a seguranga alimentar
[4,19].

Nos hospitais, esses riscos sao elevados. Praticas de limpeza mais
aprimoradas sao de dificil implementagdo, o que acaba acarretando um
percentual de que apenas 25% a 50% das superficies hospitalares recebem uma
higienizacdo de forma rotineira, desempenhando um importante papel na
transmissao de doengas no ambiente hospitalar [19].

Como uma tentativa de combate a proliferacdo causada pela
contaminagao das superficies como macas, mesas, interruptores, corrimaos e
materiais hospitalares, ha estudos com materiais compdsitos que incorporam
metais como o Cobre, Zinco ou Prata que possuem comprovada atividade
biocida. Alguns trabalhos tém estudado, particularmente, o tempo de eficacia da
acao biocida. Em um estudo realizado em uma enfermaria israelense de
cuidados cronicos de traumatismo craniano, pdde-se concluir que houve uma
reducédo de 24% de doengas relacionadas a assisténcia a saude. Assim como
menos dias de febre e redug¢ao do uso de antibiéticos dos pacientes que estavam

usando a roupa de cama impregnada de Oxido de Cobre [19,20,121].

1.6 Materiais e biomateriais antimicrobianos

Com a resisténcia das bactérias aos antibiéticos, novos estudos estao
sendo feitos, com o objetivo de criar agente antimicrobianos mais eficazes.
Dentre eles, a criagao de revestimentos com a finalidade de conter ou quem sabe
até eliminar a proliferacéo das bactérias [14,15].

Os materiais com agéo antimicrobiana sdo considerados essenciais em
ambientes onde deve predominar a limpeza e a higiene. Com isso, o
desenvolvimento de revestimentos biocidas tem sido uma forma eficaz de lidar
com situagdes de risco e estdo se tornando interessantes para as industrias. Na
forma de aditivos, os agentes biocidas sdo capazes de serem aplicados
diretamente na fabricagdo. Esses aditivos tém sido acrescentados nas

embalagens de alimentos, utensilios de cozinha, tubos, filtros de ar, recipientes



23

e caixas, e, também, em produtos médicos como luvas, cateteres, curativos e
roupas de cama [15, 16].

Os biocidas sdo agentes antimicrobianos que tém efeitos tanto
bactericidas como bacteriostaticos e vém sendo usados em grande variedade de
plasticos e materiais poliméricos, seja por deposito de uma camada protetora
bactericida ou inseridos dentro da matriz polimérica. Os materiais poliméricos
antimicrobianos tém o objetivo de controlar os micro-organismos de forma mais
ativa e a incorporagao do agente bactericida na matriz polimérica visa melhorar
sua vida utii e / ou controlar sua liberagcdo. Estes materiais devem
necessariamente oferecer alta confiabilidade para hospitais, industrias
alimenticias e consumidores de produtos alimenticios [14, 15].

A adicado de componentes quimicos ja vem sendo utilizada em polimeros
para prevenir a degradagdo do material, tais como descoloragdo, corrosao,
manchas e outros. Ja a adigdo de um material antimicrobiano tem como ideia
principal a de que os ions, por exemplo de Prata ou qualquer outro composto
bactericida adicionado, sejam gradativamente liberados na solugdo que os
envolve para eliminar os micro-organismos [14].

Deve-se notar que a criagdo de um determinado material que ira ter uma
relagao tdo direta e invasiva com um ser vivo, pode envolver a prevencao de
alguns outros eventos especificos, como por exemplo, a sua citotoxidade para
pessoas e animais. E preciso que haja uma combinagdo entre ambos, isto &, a

acao bactericida e nao toxicidade para humanos e animais [18].

1.7 A Prata como material antimicrobiano

A Prata, metal usado pela humanidade ha cerca de 7000 anos, tem uma
extensa histéria de uso antibacteriano. Antigamente, era utilizada pelos gregos,
egipcios e outros para transportar ou armazenar aguas ou alimentos. Seu uso
em moedas e talheres é bastante conhecido n&o so pela sua agao biocida, mas
também por sua resisténcia a corrosao [24-27].

Segundo Moyer (1965), um dos precursores e responsaveis por pesquisas
utilizando o Nitrato de Prata no tratamento de queimaduras, a Prata é
ingrediente ativo em pomada e que pode ser utilizada para a prevencao da

infeccdo em queimaduras [24, 28-31].
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ApOs a descoberta dos antibidticos, na década de 40, o uso da Prata como
agente antimicrobiano teve uma redugao. Entretanto, devido a disseminagao de
Staphylococcus aureus e sua resisténcia aos antibioticos, houve, atualmente, um
aumento no uso da Prata em feridas abertas que apds analises com a
Staphylococcus aureus e outros gram-positivos, ndo tem apresentado nenhuma
resisténcia a Prata [32-35, 39, 40].

Conhecidas ha cerca de 120 anos, as nanoparticulas de Prata possuem
uma grande importdncia na microbiologia [41, 42]. Com propriedades
antimicrobianas bem definidas, podem ser usadas para evitar a proliferacdo de
bactérias em meios aquosos e solidos. Considerando-se isso, pesquisas estao
sendo direcionadas para que sejam empregadas em proteses, cateteres,
enxertos vasculares, tecidos tratamento de agua e outros [43-51].

Com suas propriedades oligodindmicas, a Prata tem sido usada em
cateteres urinarios revestidos com 6xido de Prata para infecgbes do trato urinario
e manguitos de colageno impregnados com Prata em cateteres venosos centrais
para sepse associada ao cateter [69-73].

Em alguns estudos in vitro foi possivel observar a acdo microbiana da
Prata, com reducdo bacteriana diretamente proporcional a concentragao
nanoparticulas de Prata, com a quebra da parede celular da Staphylococcus
aureus, a inibigao de biofilmes e um poder de eliminar, sem criar resisténcia, 650
agentes patogénicos [43, 52, 54-55]. Apesar destes resultados, ainda ha
controvérsias sobre o tempo de eficacia do poder bactericida e dos mecanismos
que envolvem este processo, uma vez que os sistemas estdo suscetiveis a

variaveis diversas.

1.8lons de Prata e seu efeito biocida

Os ions de Prata tém o poder de atacar a célula bacteriana de varias
maneiras. Quando o atomo de Prata entra em contato com o oxigénio, ions
positivos sao liberados devido a oxidagédo e, conforme Figura 1, possuem a
capacidade de perfurar as membranas e parede celular das bactérias, além de
se unir a componentes, como o Acido Desoxirribonucleico, evitando que as

bactérias crescam e realizem fungdes basicas. Ou seja, essa reagado impede a
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reproducao das bactéria, danifica o material genético dos microorganismos e

interrompe o transporte de nutrientes, acarretando na morte da bactéria [88,125].

Célula da bactéria

0.
.‘0

, &A
|
Interrompe o transporte

de nutrientes das enzimas

&
’,',_r

Interrompe o processo
de divisao celular

Osantibioticos podem
atacar apenas um sitio.

Com isso, a bactéria pode
adaptar o local atacado e
criar resisténcia.

Os ions de Prata atacam
qualquer lugar da parede
celular da bactéria e,

consequentemente, a bactéria
ndo consegue se adaptar nem
desenvolver resisténcia.

Desestabiliza a membrana,
parede ou plasma celular

Figura 1: Nanoparticulas de Prata entrando em contato com a bactéria e liberando
ions de Prata. Fonte: https://methanenanosilver.weebly.com/ - Acesso em 23/11/2022.

Com dimensdes reduzidas e alta relagdo entre area e volume, as
nanoparticulas de Prata possuem mais facilidade para penetrar a membrana
celular. Além disso, as nanoparticulas possuem uma grande capacidade de se
unir ao Enxofre e ao Fosforo presentes tanto nas membranas quanto no interior
das bactérias, causando danos ao processo de respiragao celular e inibindo a

capacidade de replicagao das bactérias [88,125].

1.9Nanocompdsitos antimicrobianos

Ha um certo consenso de que um nanomaterial € uma substancia
produzida intencionalmente em nanoescala (cerca de 1-100 nm) para ter uma
determinada propriedade ou composic¢ao [20]. Materiais em nanoescala podem
ter propriedades fisicas, quimicas e biolégicas unicas, podendo diferir
significativamente em relagcdo aos atomos ou moléculas equivalentes e
convencionais [21].

A partir da nanociéncia utilizada para medir, caracterizar e manipular
materiais em escala nanométrica, e da nanotecnologia, foi possivel entender e
criar nanomateriais com efeito bactericida [22, 23]. Dentre eles estdo os

nanocompositos poliméricos, que tém chamado bastante atengdo com suas
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propriedades melhoradas em comparag¢ao aos materiais compdsitos com carga
de escala macroscopica. Os polimeros biocidas que utilizam nanoparticulas de
Prata dispersas na matriz, parecem possuir propriedades antimicrobianas mais
eficientes [23, 36-38].

De amplo espectro e com agao antimicrobiana potente, as nanoparticulas
de Prata possuem um elevado efeito catalitico, grande area superficial, boa
condutividade, uma atividade antimicrobiana excepcional, redugcédo da adeséao
microbiana e redugédo biofilme. As nanoparticulas de Prata demonstram
desestabilizar a membrana externa, colapsar o potencial da membrana
plasmatica, impedir a divisdo celular e esgotar os niveis energia intracelular. Com
sistema fisico-quimico eficiente, tem demonstrado o poder de eliminar mais de
650 agentes patogénicos sem que eles criem resisténcia, ou seja, possui uma
ampla agao bactericida, o que acarreta na utilizagdo de novos nanocompasitos
para fabricacao dispositivos protéticos, matrizes para preenchimento de defeitos
0sseos, cateteres, materiais odontologicos, assim como na medicina veterinaria,
no tratamento de agua, na industria de alimentos e, inclusive, na fabricagéo de
tintas antibactérias [52, 83-90].

1.10 Testes in vitro

Os testes in vitro sdo estudos pré-clinicos nos quais a eficacia e a
toxicidade de um determinado produto sdo medidas antes de serem
administrados para os seres humanos. Eles tém o objetivo de substituir os
ensaios com animais, estes ultimos mais complexos, severos e com diversas
regras reguladoras. Mesmo né&o reproduzindo uma real situagéo, esses estudos
fornecem informagdes importantes sobre a proliferagcdo e morfologia celular,
além do comportamento das células durante o periodo de cultura.

Além de cultivo de tecidos, cultivos celulares, enzimas e proteinas, sao
utilizados organismos como bactérias, fungos, algas e crustaceos para
realizacao dos testes com a finalidade de detectar a toxicidade de produtos para
uso de seres humanos. O desenvolvimento e a padronizagao desses estudos
sao fundamentais para evitar reagdes adversas ou lesées que biomaterial, por
exemplo, podem causar ao organismo do paciente.

De acordo com o Orgéo Internacional de Padronizagdo - ISO 10993, o

ensaio de citotoxicidade in vitro € o primeiro teste para se avaliar a
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biocompatibilidade de qualquer material para uso em dispositivos biomédicos e,
por ser uma analise do comportamento celular através de diferentes
mecanismos, somente apos comprovada a sua nao toxicidade € que o estudo

pode dar seguimento a proxima etapa [56-61].

1.11 Teste in vitro utilizando a Prata

A Prata € comumente usada tanto na forma ibnica quanto na forma
nanoparticulada como agente bactericida. Isto é geralmente atribuido a uma
maior toxicidade para células procariéticas do que para células de mamifero.
Encontradas em bactérias e cianobactérias, as células procariéticas, n&o possui
nucleo definido, ndo ha citoesqueleto e organelas membranosas. Sendo,
portanto, uma célula com estrutura simples, sem nucleo definido e material
genético distribuido na regidao do citoplasma. Segundo a teoria evolutiva, as
células procaridticas, deram origem as ceélulas eucaridticas, encontradas nos
mamiferos, que sdo mais complexas e possuem nucleo concentrando o material
genético. Estudos comparativos com ions de Prata e nanoparticulas de Prata
mostraram que o efeito toxico da Prata ocorre em uma faixa de concentragao
semelhante para Escherichia coli, Staphylococcus aureus, células-tronco
mesenquimais humanas e células mononucleares do sangue periférico, com
concentracido de 0,5 a 5 ppm para ions de Prata e 12,5 a 50 ppm para
nanoparticulas de Prata. Ao serem misturadas a algum meio, seja tinta ou gel,
as nanoparticulas de Prata funcionam como um potente agente antimicrobiano
em baixas concentragdes, sendo uma alternativa segura e eficaz, comprovado
por testes in vitro [43; 62-63; 65,82].

Na Figura 2 foram realizados testes com a bactéria Gram-negativa
Escherichia coli contendo diferentes concentragdes de nanoparticulas de Prata
em placas de Luria Bertani (LB), meio usado para o cultivo e manuteng¢ao das
bactérias. Na concentragéo de 10 ug/cm ~ 2 é possivel observar que a Prata inibiu
70% do numero de colbnias bacterianas cultivadas nas placas e a partir de 20
Mg/cm T 2 praticamente inibiu a presengas dessas colbnias, mostrando que a
efetividade das nanoparticulas de Prata estdo diretamente proporcionais as

composigoes [43].
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Figura 2: Numero de colénias de Escherichia coli em fun¢do da concentracdo de
nanoparticulas de Prata em placas de meio de cultura Luria Bertani (LB) expressas
como uma porcentagem do numero de coldnias cultivadas em placas de controle sem
Prata. (a) 0; (b) 10; (c) 20; e (d) 50 pg/cm ~ 3. Fonte: Sondi (2004).

As atividades antibacterianas de curativos revestidos ou impregnados de
Prata, também tem sua agao bactericida comprovada, principalmente contra
bactérias Gram-negativas. Em testes in vitro realizados com diferentes tipos de
bactérias, incluindo a Staphylococcus aureus e a Escherichia coli, possui rapidez
na agao, no entanto, varia amplamente para diferentes curativos, pois alguns
demonstraram uma faixa mais estreita de atividades bactericidas [66].

A acao biocida da insercao de Prata na forma de nanoparticulas em matriz
poliéster foi avaliada através de testes in vitro. Foi evidenciada uma redugao do
crescimento de micro-organismos do tipo E. coli e do tipo S. aureus. A presenga
das nanoparticulas de Prata inibiu o surgimento de colénias de bactérias e a
contagem de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC’s), que foi duas vezes
menor na superficie onde havia as nanoparticulas de Prata [14]. Para investigar
o efeito das nanoparticulas de Prata contra o crescimento da Staphylococcus
aureus e da Escherichia coli, foram testadas diferentes concentragdes e, a partir
dessas mudancas, realizada a contagem das colbnias de bactérias, além de
mensurada a concentracdo minima inibitéria. Nas Figuras 3 e 4, é possivel
observar que essa concentracdo minima inibitéria das nanoparticulas de Prata é
de 5 ppm para a Gram-positiva Staphylococcus aureus e de 10 ppm para a
Gram-negativa Escherichia coli, respectivamente. A solu¢gdo de nanoparticulas

de Prata de 10 e 20 ppm foi suficiente para inibir todas as células viaveis de
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Staphylococcus aureus dentro de 3,3 e 4 horas, respectivamente. Enquanto,
para inibir todas as células viaveis da Escherichia coli, com a concentragao de
10 e 20 ppm foram necessarias, respectivamente, 2,5 e 3,5 horas. Ou seja, as

nanoparticulas de Prata apresentam forte acdo atividade antibacteriana [65].

e —4— control
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Figura 3: Curvas de inibi¢gdo de crescimento de Staphylococcus aureus em meio
LB com diferentes concentragbes de solugdo de nanoparticulas de Prata e (B)
inibicdo de colbnias apods a adigdo de nanoparticulas de Prata (10 ppm) com tempo
de incubacéo (0;2;3,5 horas). Fonte: Cho (2005).
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Figura 4: Curvas de inibicao de crescimento de Escherichia coli em meio LB com

diferentes concentracdes de solugdo de nanoparticulas de Prata e (B) inibigao de
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colénias apos a adigdo de nanoparticulas de Prata (10 ppm) com tempo de
incubacao (0;2;3,5 horas). Fonte: Cho (2005).

Revestimentos de Prata em cateteres tem sido proposto como uma
tecnologia que pode reduzir a incidéncia de infeccdo associada ao cateter. Em
cateteres de dialise peritoneal de silicone, a presenca da Prata conferiu um efeito
antimicrobiano tanto in vitro quanto em modelos de testes com animais, pelo
menos em curtos periodos. No entanto, como o cateter deve durar muito tempo
em uso, uma limitagao de qualquer forma de revestimento de Prata pode ser seu
potencial esgotamento ao longo do tempo [69-73].

Em estudo in vitro realizado por Kubey (1995), dois tipos de tratamentos
foram utilizados para revestir segmentos de cateteres de silicone, um foi a
aplicagao de 6xido de Prata micronizado revestido por imersdo e o outro foi
impregnado com Prata metéalica usando um processo de deposi¢ao por feixe de
ions, ambos em uma matriz de silicone. Testados durante um periodo de 9
meses com o objetivo de medir seu efeito antimicrobiano, mostrou uma maior
eficiéncia na reducéo da viabilidade celular do revestimento obtido através da
imersao, comparado ao revestimento obtido com a deposicédo do feixe de ions.
Houve, inicialmente, uma queda com ambos os tipos de revestimento, mas apos
2 meses de imersao no meio in vitro, foi atingido um estado estavel. Por ainda
possuir atividade antimicrobiana detectada apds 10 meses, este resultado
indicou que esses revestimentos potencialmente justificam uma avaliagéo clinica
[67,68].

1.12 Acido Polilatico (PLA)
O Acido Polildtico (PLA), com nome dado pela IUPAC de &cido 2-

hidroxipropandico e estrutura molecular apresentada na Figura 5, é da familia
dos poliésteres alifaticos, termoplastico e resistentes. Uma das formas de
producao se da por sintese quimica do acido latico por meio da fermentacao

bacteriana do amido ou de glicose extraido do milho [91,92].
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Figura 5: Estrutura molecular do PLA. Fonte: Pradella (2006).

O PLA tem sido aplicado como polimero biodegradavel em diversos materiais
nos ultimos anos, pois tem caracteristicas proximas de termoplasticos sintéticos
derivados do petréleo, como o tereftalato de polietileno, conhecido como PET
[91]. A principal aplicacdo do PLA, na atualidade, € para a produgdao de
embalagens, representando aproximadamente 70% do uso. Outras aplicagdes
se dao nos setores de téxteis, agricultura e eletrénicos [92].

A produgdo de Acido Polilatico (PLA) se destaca por ser uma opgdo na
substituicdo de plasticos derivados de petroleo. Um polimero versatil, o PLA
possui varias caracteristicas desejaveis como transparéncia, brilho, resisténcia
mecanica, resisténcia térmica e biodegradabilidade. No setor de engenharia,
fatores como a resisténcia mecanica e moddulo de elasticidade séao
caracteristicas relevantes do PLA, mas vem acoplada ao baixo percentual de
alongamento de ruptura e baixa tenacidade, o que acaba limitando quando sua
aplicacao exige uma boa deformacéo plastica sob alta tensao [93-95].

O PLA, um dos principais materiais utilizados na impressao 3D, além da
sua popularidade, possui uma vasta opgao de cores, fabricantes e grande
facilidade de manuseio na impressdao. Com boa resisténcia mecanica e menor
coeficiente de expansao, suas chances de empenamento durante a impressao
sao bem menores [96-99].

Conhecida como manufatura aditiva, a impressao 3D é um processo que,
através da deposi¢cao de uma determinada matéria prima, sao fabricados objetos
tridimensionais. Controladas digitalmente, camadas s&o sobrepostas
sucessivamente até que complete o objetivo final, criagdo de um objeto
previamente programado. Comparada com os processos de fabricagdo comum,

a impressao 3D se destaca por sua eficiéncia de produgao, economia, rapidez,
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acessibilidade - devido as opgbes e precos mais acessiveis de materiais e
maquinas, e versatilidade, pois tem a capacidade de criar inumeras opg¢des
geomeétricas dos materiais [100-104].

Diante do aumento de microrganismos com caracteristicas diversas no
meio ambiente e com alta capacidade de reprodugdo, cresce também
a necessidade de obter substancias de controle a fim de neutralizar esses
microrganismos por meio de agentes antivirais. Considerando a area de
materiais, muitos estudos sdo desenvolvidos com nanoparticulas com agao
antimicrobiana, para diminuir o seu potencial de infecgdo. Com isso, a adicdo de
nanoparticulas de Prata ao PLA ganha destaque devido a sua alta agao antiviral,
otima biodegradabilidade, biocompatibilidade e baixa toxicidade. Por tudo isso,
sao utilizadas no desenvolvimento de nanomedicamentos e como opg¢ao para
combater doengas virais [85,86,122].

O PLA vem sendo usado como matriz de insergéo de nanoparticulas de Prata
em objetos diversos para obter a agdo antimicrobiana. Entretanto, ndo ha ainda
nenhum resultado que garanta uma eficiéncia duradoura da inser¢cdo de
nanoparticulas de Prata no efeito biocida. O que se sabe é que a Prata ¢ eficaz
em seu controle de proliferagdo de bactérias, porém, pouco se sabe sobre a

eficacia da duragao do efeito biocida desse sistema [74-76].

2 MATERIAIS E METODOS

2.1Fabricacao das amostras de PLA

Foram confeccionadas por manufatura aditiva 100 placas de PLA com as
dimensodes 25 x 25 x 5 mm, conforme Figura 6, através de uma impressora 3D
da marca Sethi, modelo BB, com mesa de 400mm x 400mm x 400mm. Todo o
processo foi realizado com PLA do mesmo lote e com parametros de impressao

conforme Tabela 1.
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Figura 6: Placa de PLA obtida por impressao 3D. Fonte: O Autor.

Velocidade de impressdo 35 mm/s
Temperatura 210°C
Altura da camada 0,30 mm
Largura dalinha 0,48 mm
N¢ de paredes 2
Camadas de base 3
Camadas de topo 3

Tabela 1: Parametros de impressao da placa de PLA

2.2Producao e composig¢ao dos selantes

A fabricacéo do selante se deu através da mistura de verniz da marca Revell,
modelo VER 32101, e particulas sélidas de Nitrato de Prata (AgNOs) da marca
ACS, com pureza analitica (PA), sendo sua composicéo 0,1 grama de particulas
de Nitrato de Prata para cada 1mL de verniz. Para pesar as particulas de Nitrato
de Prata, utilizou-se uma balanga de precisdo, marca Marte, modelo AY220
(Capacidade maxima: 220g, Minimo: 0,01g, precisdo de medida 0,0001g). Ja
para medir a quantidade de verniz, foi utilizada uma pipeta plastica. Na Figura 7
€ possivel observar o Nitrato de Prata e o verniz que, ao serem misturados

manualmente, formam o selante utilizado para os testes dos efeitos biocidas.
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Figura 7: a) Verniz comercial usado na fabricacdo do selante; b) Nitrato de Prata
usado na fabricagao do selante. Fonte: O Autor.

2.3 Aplicagao do selante

O selante foi aplicado manualmente através da utilizagado de um pincel da
marca Tigre, numero 267-6, e em apenas um dos lados das superficies das
placas de PLA. O tempo de secagem foi de 24 horas. Apds esse periodo, as
misturas mostraram-se aparentemente bem aderidas, de acordo com uma
inspecéo visual e qualitativa. A Figura 8 mostra o aspecto de uma das amostras

apods o periodo de cura do selante sobre a placa de PLA.
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Figura 8: Placa de PLA revestida com o selante na proporc¢ao de 0,1 grama de
particulas de Nitrato de Prata para cada 1mL de verniz. Fonte: O Autor.
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2.4Caracterizagao da superficie da amostra
2.41 Medidas de rugosidade

A fim de avaliar a rugosidade das superficies (do PLA impresso sem nada
como recobrimento e recoberto apenas com verniz), foi usado o rugosimetro
digital Mitutoyo da Faculdade de Engenharia Mecanica de Universidade de
Estado do Rio de Janeiro, modelo SJ210, com ponta de prova com raio de 5 ym,
calibrado conforme Certificado de Calibragdo INSTEMAQ n° 7464/14C de 27-12-
2014, equipado com software ST Communication Tool. Para os ensaios, foram
utilizados parametros conforme as normas ABNT NBR ISO 4288:2008 e ABNT
NBR ISO 4287:2002 [127-128].

Foram analisadas dez amostras com o PLA puro, sem nenhum revestimento,
e cinco amostras revestidas com o verniz. As quinze placas foram ensaiadas
duas vezes, obtendo trinta medidas diferentes, das quais quinze foram paralelas
ao sentido das linhas de impressao e as outras quinze com defasagem de 90°,
perpendiculares ao sentido das linhas de impressao para que pudesse ser
evidenciada a anisotropia do material. Como a capacidade de medida do
rugosimetro era de até 100 um, foram analisadas apenas as medidas das placas
puras e com verniz, pois as particulas metalicas sobre a superficie estavam com

dimensdes fora da capacidade de medida do equipamento.

2.4.2 Processamento digital de imagens

O processamento digital das imagens (PDI) foi a técnica usada para calcular
a fracao da superficie recoberta com o selante e que era ocupada por particulas
de Nitrato de Prata (fracdo de area Aa % ou fragdo volumétrica Vv % de
particulas). Este calculo foi realizado através do software FIJI Image J, verséo
2.0, utilizando técnicas de segmentagédo colorida (sistema RGB: Red-Green-
Blue). Nesta analise, dez imagens da placa revestida com selante foram
processadas, todas com ampliagao de 3,3 vezes para que dados como meédia e

desvio padrao fossem obtidos.
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2.4.3 Microscopia é6tica (MO), microscopia eletronica de varredura
(MEV) e analise quimica semiquantitativa por espectroscopia

por dispersao de energia (EDS)

Das superficies das placas impressas, sem selante e recobertas com selante,
foram obtidas imagens por microscopia 6ptica (MO) e por microscopia eletrénica
de varredura (MEV), utilizando, respectivamente, o microscépio 6ptico Olympus
8ZX16 e o microscoépio eletrobnico JEOL JSM 7100F, este ultimo operando a
15kV em modo elétrons retroespalhados (BSE).

Para observacao de aspectos referentes ao selante e de como as particulas
estavam nele inseridas, diversas amostras foram submetidas a processo de
fratura fragil apos serem imersas em Nitrogénio liquido por tratamento de
criogenia. No departamento de fisica da Universidade Federal Fluminense
(UFF), com o apoio do Doutor Geronimo Perez, as amostras ficaram a
temperatura de — 196,15°C (Figura 9) e ao serem fraturadas, suas segdes
transversais ficaram expostas. Através da técnica de recobrimento de ions de
Cromo, as superficies fraturadas foram recobertas com uma camada de 2 ym
permitindo uma analise mais precisa no MEV e com melhor resolugédo nas

imagens sem que houvesse dano a superficie do material [133].

Figura 9: PLA sendo imerso em Nitrogénio liquido a uma temperatura de -196,15°C.
Fonte: O Autor.
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Informagdes sobre a composigdo quimica (analise semiquantitativa) do
material foram obtidas através de um detector de EDS acoplado ao MEV da
Bruker, modelo X Flash MIN SVE. Os elementos quimicos presentes nas
superficies das amostras foram mapeados para amostras sem recobrimento e

para amostras recobertas com selante.

2.5Testes in vitro

Os testes in vitro foram realizados com orientacdo do Doutor Marco
Antonio Lemos Miguel, no laboratério de Microbiologia de Alimentos na
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) para avaliar o efeito bactericida
do selante proposto. Para realizar os testes, foram utilizados microrganismos
armazenados a 4°C em agar Tripticaseina de soja (TSA), da marca Kasvi - um
meio rico em triptona e peptona, fontes de carboidratos, lipideos e proteinas,
elementos que contribuem para o crescimento das bactérias [27].

Foram utilizados dois tipos de bactérias, uma Gram-negativa (Escherichia
coli ATCC 11229) e outra Gram-positiva (Staphylococcus aureus ATCC 25923),
ja que ambas sdo muito representativas no campo dos estudos relacionados a
saude publica [124]. A Figura 10 mostra o aspecto da cultura das bactérias

preparadas para serem usadas para os testes.

Figura 10: Cultura de bactérias. Fonte: O Autor.

As bactérias foram inoculadas, ou seja, a Escherichia coli ATCC 11229 e
a Staphylococcus aureus ATCC 25923 foram inseridas em um caldo de infusédo
de cérebro de bezerro e coracdo de boi (BHI) solidificado com agar, com o
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objetivo de favorecer o crescimento bacterioldgico. Apds as inoculagbes, ambas
foram colocadas em uma estufa a 37°C por 18 a 24 horas, para que ocorresse 0
desenvolvimento das UFC’s (Unidades Formadoras de Colbnias), conforme

Figura 11.

Figura 11: UFC’s em uma placa de petri com BHI apés, aproximadamente, 24 horas
na estufa a 37°C. Fonte: O Autor.

ApOs essa etapa, as bactérias cultivadas foram colocadas com o auxilio
de uma alga microbiolégica em 10 mL de solugéo salina (0,85g/L de NaCl), esta
ultima previamente preparada para receber estes microrganismos, até atingir a
escala Mc Farland 1, utilizada para confirmar a presenga de microrganismos
através de turvacao que varia de 0 a 10. Com concentragédo de 3x10® UFC/mL
(unidade formadora de colbnias por mililitro de solug&o), a escala Mc Farland 1,
€ o0 padrao mais utilizado em laboratorios de microbiologia [123,124].

As superficies a serem testadas quanto a agao bactericida foram entao
desinfectadas com etanol 70% (vol/vol), ficando submersas pelo periodo de 10
minutos. Apds esta etapa, foram expostas a radiagao Ultravioleta (UV) por 15
minutos. Todos os utensilios usados nos experimentos, que além da desinfec¢ao
com etanol e exposicao ao UV, foram autoclavados a 121°C durante 15min, com
o objetivo de fazer uma esterilizagdo completa dos equipamentos, evitando
assim contaminacgoes.

Com testes realizados em triplicata para cada tipo de bactéria, foram
inoculados 10uL da solugdo salina misturada com o microrganismo escolhido
(um Gram negativo e um Gram positivo), na escala Mc Farland 1:
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- direto na superficie das placas de PLA impressos;

- nas placas de PLA apenas recobertas com o verniz;

- nas placas recobertas com selante (verniz + Nitrato de Prata).

Estima-se que cada placa tenha sido exposta a trés milhées de unidades
formadoras de colbnia de bactérias [123,124]. Trinta minutos apds essa
exposicao, as placas foram submersas em 5 mL de solugéo salina e escovadas
por um minuto para que as bactérias pudessem ser retiradas da superficie e
passadas para a solugcdo salina. Foram retirados 10 pL desta solugdo e
adicionados em 20 mL de BHI depositados em placas de petri, conforme Figura
12. ApOs realizar este procedimento para as duas estirpes de bactéria
(Escherichia coli ATCC 11229 e Staphylococcus aureus ATCC 25923) e para
todas as condigdes de superficies testadas (PLA puro, PLA revestido com o
verniz e PLA revestido com o selante), as placas de petri foram levadas para a
estufa a 37°C por 24 horas. Apds esse periodo, as culturas foram retiradas da
estufa para quantificar as colénias sobreviventes e comparar o efeito que cada

superficie teve em relagdo a exposi¢do dos microrganismos.

Figura 12: Placas de petri com meio de cultura BHI prontas para receberem a solugao
salina contaminada com as bactérias. Fonte: O Autor.

Em paralelo, com a mistura da bactéria com solugédo salina inicial, foi
realizado um experimento no qual 10 uL foram diluidos em 99,9 mL de solug¢ao
salina e, apos essa diluicao, 10 yL foram aplicados no BHI e levados para a
estufa a 37°C por 24 horas para crescimento bacteriolégico, conforme Figura 13.
Com o objetivo de reduzir a quantidade de microrganismos para
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aproximadamente 1000 UFC’s e facilitar na contagem do indculo inicial. A Figura

14 mostra um fluxograma das etapas realizadas durante os testes in vitro.

Figura 13: a) Solucédo salina contaminada com bactéria na escala Mc Farland 1; b)
Diluicao de 100x; c) Transferéncia de 10 yL da solugao diluida no BHI; d) Contagem
do indculo inicial. Fonte: O Autor.

Cultura de bactérias Aplicacio em BHI UFC's em uma placa de 10ml de solucdo salina com AT
i 5 s B petri com BHI bactéria na escala McFarland 1 Diluigao de 100x
Apods 24 horas
na estufa -
i
10 pL da
solugdo diluida

Aplicagdo de 10 pL da solugdo
sobre a superficie do PLA .
Aplicagao em BHI

Apds 30 minutos de contato

da solugido contaminada com Apés 24 horas
a superficie na estufa
Escovagdo da superficie por 1

Contaq_em do resuitado final Aplicagdo em BHI minuto em 5 ml de solugéo salina

Contagem do indculo inicial

10 yL da
solugdo salina

Figura 14: Fluxograma dos testes in vitro. Fonte: O Autor.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1Rugosidade das superficies do PLA

A Tabela 2 mostra os valores obtidos das medidas de rugosidade média
(Ra) das dez amostras da placa de PLA sem nenhum revestimento. Essas
medidas foram obtidas paralelamente e perpendicularmente a direcdo de
impressao com médias 6,582 um e 22,508 ym e desvios padrao de 1,087 ym
e 1,197 um, respectivamente. Na Tabela 3 podemos observar os valores
obtidos das medidas de rugosidade média (Ra) das cinco amostras da placa
de PLA revestidas com verniz. Essas medidas foram obtidas paralelamente
e perpendicularmente a direcdo de impressdo com meédias 4,362 e 18,102

Mm e desvios padrao de 0,813 e 0,672 ym, respectivamente.

Medidas de Rugosidade Média

Placa de PLA puro (sem revestimento)
Perpendicular a Paralelaa
Amostras direcdo de direcdo de

impressdo (um) |impressdo (um)

1 23,229 7,284

2 22,928 7,495

3 22,853 5,686

4 22,545 5,532

5 22,286 5,469

6 23,690 6,614

7 22,501 8,651

8 23,036 6,05

9 22,915 5,345

10 19,098 7,698

Média 22,508 6,582

Desvio padrao 1,197 1,087

Tabela 2: Quadro com a rugosidade média (Ra) da placa de PLA sem revestimento.
Fonte: O Autor.



Medidas de Rugosidade Média
Placa de PLA revestido com verniz
Perpendicular a Paralela a
Amostras direcdo de direcao de
impressdo (um) | impressdo (um)

1 18,327 3,639

2 17,571 4,907

3 17,081 5,687

4 18,722 3,987

5 18,808 3,592

Média 18,102 4,362

Desvio padrao 0,672 0,813
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Tabela 3: Quadro com a rugosidade média (Ra) da placa de PLA revestida com verniz.

Fonte: O Autor.

As Figuras 15, 16, 17 e 18 mostram os perfis de rugosidade obtidos para

as amostras de PLA com e sem revestimento, onde os resultados mostraram

uma forte anisotropia em ambos os casos. Os valores da rugosidade média

quando obtidos nas duas direcbes com defasagem de 90°, apresentaram valores

aproximadamente trés vezes maior quando medidos perpendicularmente a

direcdo de impressao e isso se deu por conta do processo de fabricacéo, a

impressao 3D. Este tipo de processo possui uma diregcao preferencial para

deposicao do material, conhecida como linhas de impressao. Esta caracteristica

do processo de fabricagao se refletiu nos resultados das rugosidades tanto das

placas de PLA puro quanto das placas recobertas apenas com verniz [129].
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Figura 15: Perfil de rugosidade da amostra 1 do PLA puro (sem revestimento) -
perpendicular a diregdo de impressao. Fonte: O Autor.
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Figura 16: Perfil de rugosidade da amostra 1 do PLA puro (sem revestimento) -
paralela a diregao de impressao. Fonte: O Autor.
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Figura 17: Perfil de rugosidade da amostra 2 do PLA revestido com verniz -
perpendicular a diregao de impressao. Fonte: O Autor.
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Figura 18: Perfil de rugosidade da amostra 1 do PLA revestido com verniz - paralelo a
diregao de impressao. Fonte: O Autor.

Quando comparadas as medidas do PLA puro e do PLA revestido com
verniz foi possivel observar uma reducdo na rugosidade da placa com o

revestimento de aproximadamente 19,6% e 33,7%, nas dire¢des perpendicular



44

e paralela as linhas de deposicao, respectivamente. Este resultado mostrou que
0 verniz, ao ser aplicado na superficie do PLA, preencheu as cavidades e

suavizou a rugosidade superficial do material.

3.2Microscopia 6tica (MO)

As Figuras 19 e 20 mostram os aspectos obtidos por MO da superficie do
PLA com a presenca do selante. Com diferentes magnificagbes, as imagens
obtidas através do microscopio 6tico evidenciaram as ranhuras e cavidades do
PLA, consequéncia do seu processo de fabricagdo. As particulas de Nitrato de
Prata (transparentes) aderidas na superficie do PLA apresentavam-se em
tamanhos variados e aderidas umas as outras formando “clusters” distribuidos

de modo randdmico.

Figura 19: Imagem obtida através do microscopio 6tico, com lente objetiva de 20x,
evidenciando as particulas de Nitrato de Prata apds a aplicagcédo do selante.

Figura 20: Imagem obtida através do microscopio ético, com lente objetiva de 80x,
evidenciando as particulas de Nitrato de Prata apds a aplicac&do do selante.
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3.3Processamento digital de imagens (PDI)

O processamento digital de imagens, através da técnica de estereologia
quantitativa, evidenciou que a porcentagem média da area recoberta e da fragéo
volumétrica é de 12%, ou seja, a partir das dez imagens processadas concluiu-
se que 12% da area superficial analisada correspondia as particulas metalicas
adicionadas durante a aplicacdo manual do selante composto pelo verniz e as
particulas solidas de Nitrato de Prata. Nas Figuras 21 e 22 ¢ possivel observar
uma das imagens utilizada para o processamento digital e o resultado obtido

através do software, respectivamente.

Figura 21: Imagem usada para o processamento digital com ampliacdo de 3,3 vezes.
Fonte: O Autor.

°e 20210323_161540-1.jpg (50%)
1068x1065 pixels; 8-bit; 1.1MB

Figura 22: Porcentagem de area ocupada pelos clusters de Nitrato de Prata obtida
através do PDI. Fonte: O Autor.
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3.4Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A Figura 23 foi obtida através do MEV e, assim como as imagens de
microscopia otica, evidenciou as ranhuras e os clusters de Prata na superficie
do PLA. Por operar através da técnica de elétrons retroespalhados, o MEV
permite que diferengas no relevo e diferengas na composi¢ao quimica dos
elementos e fases presentes sejam evidenciadas através de uma escala de cinza
[132]. Os resultados mostraram as pequenas diferencas nas tonalidades de
cinza caracteristicas da presenca do relevo e dos “clusters" de particulas de
Nitrato de Prata. Outro ponto importante, € que a tonalidade de cinza de toda a
superficie, tirando a parte que ha alguma diferenga no relevo, permaneceu a
mesma indicando que possuia 0 mesmo composto quimico por toda a superficie

e que as particulas de Prata estavam totalmente encapsuladas pelo verniz.

2021/03/29 11:29 AL D87 x50 2mm 2021/03/29 11:30 AL D87 x100

Figura 23: Imagem obtidas através do MEV. Fonte: O Autor.

Para conservar e analisar a secdo transversal sem que ocorresse
alteracdo ou deformagdo em decorréncia do corte, as amostras foram
submetidas ao endurecimento ou congelamento rapido a partir da imersédo em
nitrogénio liquido permitindo que as mesmas pudessem sofrer uma fratura fragil
sem modificar a microestrutura da secéao transversal [53]. Apds essa fratura, foi
possivel analisar a se¢ao transversal do selante, conforme Figura 24, e observar
a presencga de microporos na camada do selante.

Vale ressaltar que, de acordo com a Figura 25, também foram encontradas

regides vazias no substrato do material decorrente da deposi¢cdo de camadas na
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fabricagao do PLA [64]. Ja na Figura 26 foi possivel observar os microporos na

superficie do material e junto com as regides vazias na sec¢ao transversal.

100pm LaMAR 2/8/2022
GB WD 10.3mm 11:14:30

Figura 25: Regiao vazia encontrada na sec¢éao transversal o PLA. Fonte: O Autor.
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REGIAO COM VAZIOS

Y

Y

— 100pm LaMAR 2/8/2022
1.00kV LED WD 8.8mm 11:29:13

Figura 26: Imagem obtida através do MEV com a regido dos microporos e dos vazios.
Fonte: O Autor.

3.5Analise quimica semiquantitativa por espectroscopia por dispersao

de energia (EDS) das superficies revestidas com o selante

Os espectros de energias caracteristicas obtidos pela técnica de EDS
mostraram uma quantidade significativa de Carbono e Silicio, o que ja era
esperado, visto que sao elementos presentes na composicao do verniz utilizado
no selante. Porém o fato de nao ter sido encontrada a presenca da Prata, um
elemento de facil identificagcdo por possuir maior peso atdmico quando
comparado ao Carbono e Silicio, evidencia, mais uma vez, que as particulas
metalicas estavam encapsuladas e, além disso, a espessura de verniz que
revestia as particulas de Prata era maior do que a camada limite de detecg¢ao do
equipamento [130; 131]. A Figura 27 apresenta uma regidao da superficie
revestida com selante submetida a microanalise quimica e seu respectivo
espectro de energias de elementos quimicos obtidos. Apenas os picos
caracteristicos de Carbono e Silicio foram identificados e estdo associados ao

verniz.
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Figura 27:a) Regiao analisada; b) Espectro de energias caracteristicas obtidos para o
material analisado. Fonte: O Autor.

3.6 Testes in vitro

Nos Graficos 1 e 2 foi possivel observar o efeito biocida do selante (verniz +
Nitrato de Prata) em relagéo a Escherichia coli ATCC 11229 e Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Os graficos apresentam a quantidade do indculo inicial que
foi adicionado a placa de petri e a quantidade que foi recuperada apdés a
escovagao para que pudessem ser comparados. Em relagao a Staphylococcus
aureus ATCC 25923 é possivel ver um numero 64x menor quando comparadas
as quantidades das bactérias recuperadas apds a escovagao da placa pura e da
placa com selante. J& com a Escherichia coli ATCC 11229 foi possivel observar

uma reducéo total dos microrganismos.



50

Placas recobertas apenas com verniz também foram utilizadas nos
experimentos e expostas as bactérias para comprovar que o0 mesmo nao possuia
efeito biocida. Essa ineficiéncia ficou comprovada a partir dos resultados obtidos,
pois em ambos o0s casos a quantidade recuperada das placas pura e com verniz
foram préximas, com destaque para o caso da Staphylococcus aureus ATCC

25923, que foram recuperados 5.300 e 5.200 UFC’s, respectivamente.

Comparativo do in6culo x Bactérias recuperadas
Experimento com a Escherichia coli ATCC 11229

10.000 - 8.980 8.980 8.980

1.000
450

250

100 -

UFC (Unidade Formadora de Col6nia)

PLACA PURA PLACA COM VERNIZ PLACA COM SELANTE

= INOCULO INICIAL INSERIDO NAS PLACAS DE PLA BACTERIAS RECUPERADAS APOS ESCOVAGAO

Grafico 1:Comparativo entre o indculo da Escherichia coli ATCC 11229 e das bactérias
recuperadas nas placas pura, com verniz € com selante. Fonte: O Autor
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Comparativo do in6culo x Bactérias recuperadas
Experimento com a Staphylococcus aureus ATCC 25923

1.000.000
305.000 305.000 305.000

100.000 -
10.000 5.300 5.200

1.000 -

100

UFC (Unidade Formadora de Col6nia)

10 -

PLACA PURA PLACA COM VERNIZ PLACA COM SELANTE
= INOCULO INICIAL INSERIDO NAS PLACAS DE PLA BACTERIAS RECUPERADAS APOS ESCOVAGCAO

Grafico 2: Comparativo entre o indculo da Staphylococcus aureus ATCC 25923 e das
bactérias recuperadas nas placas pura, com verniz e com selante. Fonte: O Autor

A diferenca de acabamento superficial observado nas analises de rugosidade
nao teve nenhum efeito no resultado dos testes bactericidas, pois foi possivel
observar que a recuperagao das bactérias, apds a escovacao da placa pura e da
placa com verniz, se manteve a mesma. Ja o efeito biocida foi explicado com
presenca dos microporos observados durante a analise do MEV. Esses
microporos podem funcionar como um canal com o ambiente externo, com isso,
mesmo que os clusters paregam encapsulados, € possivel que esse seja 0 meio
de contato com o ambiente e, automaticamente, o meio pelo qual a Prata entra

em contado com as bactérias.
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4 CONCLUSAO

Através das técnicas de analise e caracterizacao utilizadas, péde-se concluir
que a superficie do PLA possui caracteristica anisotropica, devido ao processo
de fabricagao por impressao 3d, que ao ser recoberta com o selante tem seu
efeito de rugosidade superficial amenizado. Com 12% da é&rea superficial
ocupada pelas particulas metalicas do Nitrato de Prata, n&o foi possivel detectar
a presenca desse elemento no EDS pois elas ficaram revestidas pelo verniz. Na
analise transversal foi observada a presenga de microporos no interior do selante
que serviram como um caminho aberto para que os aglomerados de Prata
entrassem em contato com o meio externo, possibilitando seu efeito biocida.

Em comparacao ao crescimento bacterioldgico da superficie sem o selante,
foi possivel observar uma redugdo minima de 64x no numero de bactérias
inoculadas inicialmente nas superficies revestidas pelo selante em apenas 30
minutos de contato. Com isso, foi possivel concluir que houve uma acao
bactericida eficaz quando as bactérias testadas, Escherichia coli ATCC 11229 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923, entraram em contato com o agente

bactericida.
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5 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para os trabalhos futuros sugere-se que sejam consideradas outras estirpes
de bactérias para realizagao dos testes in vitro, com o objetivo de analisar a
diversidade da acao do selante.

Também se sugere que seja avaliada através de testes in vitro a atividade
antimicrobiana apos limpezas da superficie recoberta com o selante, criando
uma relagao entre efetividade e quantidade ou tipos de limpezas.

Outra sugestéo é variar o tempo de exposigcdo das bactérias aos selantes,
estabelecendo uma relagao entre efetividade e tempo de exposigao.

Considerar a fabricagao das placas de PLA com particulas ou nanoparticulas
de Prata.

Para a fabricacdo do selante, sugere-se estudar maneiras de cominuir as
particulas de Nitrato de Prata e medir sua granulometria, assim como melhorar

a dispersao do Nitrato de Prata na superficie das amostras.
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