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PREFACIO

Este Projecto de Investigagdo foi proposto como continuagdo do Semindrio realizado
no primeiro semestre do 5°ano da Licenciatura em Engenharia Metalirgica e de Materiais.

O Semindrio, entdo realizado, teve como objectivo o estudo dos materiais utilizados
em dispositivos para o contacto com o sangue. No final, entre outras conclusdes, constatou-se
que, quando um dado material entra em contacto com o sangue, vdo existir uma série de
interacgbes entre as células do sangue e a superficie do biomaterial que podem levar a
formagio de trombos.

Sabe-se que a existéncia de trombos na superficie de um material propicia a existéncia
de adesao bacteriana, pois os trombos existentes apresentam-se como excelentes substratos
para a adesdo bacteriana. Por outro lado, a presencga de bactérias, aderentes a superficie de um
biomaterial, potencia a presenga de trombos. Conclui-se, entdo, que os materiais em contacto
com o sangue devem possuir caracteristicas antibacterianas e antitrombocito.

Em face do exposto, facilmente se constata uma estreita ligacdo entre os trabalhos

realizados nos dois semestres.

O desenvolvimento de materiais para serem utilizados em dispositivos em contacto
com o0 sangue, torna necessdrio o estudo dos materiais em condi¢des hemodinamicas, pelo que
se utiliza no presente trabalho modelos celulares mais simplificados, designadamente células
procariéticas (bactérias), nos estudos de adesio celular.

Procurou-se neste trabalho obter um controlo sobre as condigdes hidrodindmicas,
utilizando um dispositivo apropriado, onde € possivel obter um controlo rigoroso do caudal de

fluido, da temperatura e do transporte de massa.
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Estudo da adesao celular a biomateriais utilizando o dispositivo de Robbins modificado

1-OBJECTIVO

O objectivo deste projecto de estigio consistiu em estudar a adesdo celular a diferentes
biomateriais. Para tal utilizou-se o dispositivo de Robbins como método que permite o estudo
comparativo da adesdo celular a varios biomateriais.

A validagdo do dispositivo de Robbins enquanto método que avalia a adesdo celular a
biomateriais, foi outro dos objectivos, tentando obter, no final, resultados reprodutiveis entre

ensaios.
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2 - INTRODUCAO TEORICA

2.1 - BIOMATERIAIS

O corpo humano, de uma forma simplista, pode ser reduzido a um grupo de células,
que em conjunto formam tecidos; tecidos que em conjunto formam orgdos; orgdos que em

conjunto formam sistemas; sendo o conjunto dos sistemas o organismo humano.

Infelizmente, o organismo humano ndo € uma "maquina" perfeita, que ndo "avaria".
Assim sendo, desde sempre se constatou que, embora em muitos pacientes isso ndo acontega,
os tecidos, devido a alguns processos patolégicos, sofrem uma grande variedade de processos
destrutivos, onde se incluem o cancro e as infecgdes. Tendo em conta estas circunstancias,
seria desejavel proceder a remogdo dos tecidos doentes e substitui-los por alguns biomateriais
de caracteristicas mais especificas ou mesmo biomiméticas.

Em alguns casos, a biocompatibilidade dos materiais permite a sua integracdo no
organismo, mas outros hd em que nfo existe uma boa integragdo com os tecidos. Se em certas
situacOes, a natureza do material € a causa mais importante para 0 seu sucesso ou insucesso
como biomaterial implantado, existem outras situagdes em que a natureza do material ¢
irrelevante, assumindo importancia outros factores, como a técnica cirdrgica ou o desenho do

biomaterial.

Tendo em conta estes aspectos, facilmente se verifica a importancia dos materiais para
aplicagdes biomédicas. Calcula-se que o seu uso € bastante antigo, tendo sido o ouro, muito
provavelmente, o primeiro material a ser usado no corpo humano (nos dentes), pelos
Romanos, Chineses e Aztecas hé cerca de 2000 anos atras.

A expressao "biomaterial" deverd ter surgido no fim dos anos sessenta, inicio dos anos
setenta, conseguindo-se, em meados dos anos 80 (1986), chegar a uma defini¢do mais ou
menos consensual. Entendeu-se definir biomaterial como sendo um material ndo vivo usado
num dispositivo biomédico pretendido para interactuar com sistemas biolégicos. [1]

Nos dias de hoje, os biomateriais assumem uma identidade muito prépria na ciéncia,
movimentando uma inddstria extremamente especifica e lucrativa; segundo dados de 1992,

relativos aos EUA, o mercado dos biomateriais ascendeu aos 402 000 000 dol4res. [2]
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2.2-ADESAO CELULAR

Reportando-nos apenas aos EUA, verificamos que se realizam, todos os anos, mais de
35 milhdes de procedimentos cirtirgicos que envolvem o uso prolongado de dispositivos e

implantes artificiais. [3]

Uma das maiores barreiras para uma maior difusio dos dispositivos biomédicos
assenta no facto de poder existir infecgdo associada.

A partir do momento em que um material € introduzido num organismo vivo, ocorre
uma competigdo, entre as bactérias € as células dos tecidos adjacentes, pela superficie do
material.

Se os materiais sdo inicialmente colonizados por células do tecido, € no caso de se
estabelecer uma ligagdo estdvel, entdo a superficie serd basicamente resistente 4 colonizacio
bacteriana, ndo existindo grandes entraves aos mecanismos de defesa do sistema imunitario.

Por outro lado, se ocorre adesdo bacteriana, € muito pouco provével que as células do
tecido sejam capazes de desalojar os primeiros colonizadores.

Virios trabalhos de investigagdo, entre os quais se destacam os realizados por
Anthony G. Gristina, foram desenvolvidos no sentido de se conhecer o processo de adesio de

bactérias a superficie de biomateriais.

O mecanismo exacto de como se processa a adesdo bacteriana 2 superficie do
biomaterial ndo se apresenta bem claro. Sabe-se que determinados tipos de bactérias, em
particular o Staphylococcus epidermidis, segregam uma camada mucoide, apés a adesdo 2
superficie implantada, tornando esta quase inacessivel as defesas do organismo, o que diminui
0 sucesso no uso de antibidticos.

Hoje em dia, € mais ou menos consensual que a adesdo bacteriana a superficies de
materiais pode ser descrita como um processo que engloba duas fases bem distintas. A fase
inicial apresenta-se como uma fase fisica reversivel e instantnea, j4 a segunda fase apresenta-

se como uma fase molecular e celular, sendo dependente do tempo e irreversivel. [4]

A fase inicial pode ser dividida em duas etapas sequénciais:
a) Transporte para a superficie
b) Adesdo inicial
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b

O transporte para a superficie pode fazer-se por difusdo, a custa de movimentos
Brownianos (deslocamento médio de 40 um/h) ou por convecgao. [5]

A adesdo inicial apresenta-se como uma adesdo que € reversivel e que pode ser
removida por ac¢do de forgas de corte ou pelo movimento activo da prépria célula. Nesta

etapa, o microrganismo ainda exige movimentos Brownianos.

A segunda fase apresenta outras duas etapas:
c) Fixacdo a superficie

d) Colonizagdo do substracto

A fixagdo a superficie ocorre apds a adesdo inicial, estabelecendo-se uma ancoragem
firme entre a célula microbiana e o suporte, com o auxilio de ligagdes fisico-quimicas
especificas ou através de pontes estabelecidas por estruturas celulares especificas. Estas
estruturas podem apresentar-se sob a forma de apéndices celulares filamentosos ou polimeros

extracelulares. [6]

1. Transporte 2. Adesdo inicial
i)
e
\ A v J Mavimentos Bronnianas
difusad convecgio
o i Leoumad o)
w Lt i S s B e
3. Fixagdo 5 4. Colonizagdo
: biofilme
polimeros fimbrias 3
colénia

Figura 1 - Etapas da adesdo bacteriana.

Com o intuito de uma melhor compreensdo do complexo processo da adesdo
bacteriana a biomateriais, adiante descrito, segue-se a explicagdo de alguns conceitos

importantes.
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Adesdo, Adesinas e Receptores

Considera-se que existe adesdo quando a bactéria se encontra firmemente aderida a
uma superficie por intermédio de complexas interacgdes fisico-quimicas, ou seja, quando se
completaram as duas fases acima descritas, sendo jd um processo irreversivel.

Geralmente, as estruturas responséveis pelas actividades adesivas sdo designadas por
adesinas. As bactérias podem possuir intimeras adesinas para diferentes superficies (diferentes
receptores). Um receptor € um componente presente na superficie dos biomateriais ou dos
tecidos estranhos ao organismo, que estd ligado por locais activos a adesinas durante o

processo da adesdo especifica.

Adsorgao e Deposigio

Adsor¢do € entendida como a acumulag@o de moléculas numa superficie sélida, numa
concentragdo que excede a presente no fluido de transporte, sendo o seu transporte para essa
superficie o resultado de movimentos Brownianos.

Deposi¢do € um termo normalmente usado para descrever a acumulagio de particulas
na interface do fluido, quando estas sdo transportadas por ac¢do de uma forca exterior.
Normalmente em sistemas aquosos esta forga exterior é assumida pelas forgas gravitacionais,

que assim procedem a deposicdo de particulas.

Camada mucdéide e Biofilme

A camada mucoide € definida como uma substincia extracelular, composta por
exopolimeros em grande parte de polissacarideos, produzidos pela bactéria, podendo ser
removida das bactérias.

Afirma-se que se estd na presenga de um biofilme quando existe uma acumulagio de
biomassa das bactérias e materiais extracelulares (basicamente camadas mucoide) numa

superficie sélida. [7]
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2.2.1 - INTERACGCOES FISICO-QUIMICAS ENTRE BACTERIAS E A SUPERFICIE DO
MATERIAL

O movimento das bactérias para a superficie dos biomateriais consiste no resultado de
intimeras interacgdes que sobre elas sdo exercidas, tais como: 0os movimentos Brownianos, as
forgas de atrac¢@o de van der Waals, as forgas gravitacionais, as interacgdes hidrofébicas ou o
efeito de cargas electroestéticas superficiais. Estas interac¢Ses fisicas, que representam a
designada 1° fase da adesdo, podem ser classificadas em dois grandes grupos: interacgdes de
curto alcance e de longo alcance. As interagdes de curto alcance tornam-se efectivas quando
existe, praticamente, um contacto directo entre a célula e a superficie (< 3 nm); as interacgdes
de longo alcance sdo normalmente descritas como forgas miituas dependendo da distancia e

da energia livre (para distancias > 150 nm). [4]

Em suma, pode afirmar-se que as bactérias sdo transportadas para a superficie pelas
interacgbes de longo alcance, até que, quando se efectua um contacto mais préximo, as

interac¢des de curto alcance se tornam mais importantes.

Como forma de se compreeender melhor as interacgbes de longo alcance, presentes na
1* etapa da fase inicial, foi desenvolvida a teoria DLVO, assim designada devido aos seus
autores: Derjaguin e Landau (1941) e Verwey e Overbeeck (1948). Segundo esta teoria a
principal forga de interacgio (Fj,) € resultante da ac¢io combinada entre as forgas atractivas
de Van der Waals (F,) e as forgas electroestdticas da dupla camada (Fp.c), traduzida pela

seguinte equagdo: F;,, = F,, + Fpc [8]

As forgas de curto alcance, ou forgas ndo DLVO, englobam as forgas de repulsio de
Born, as forgas de hidratagdo, as interacgdes hidrofébicas, as interacgdes estéricas e as pontes

poliméricas. [6]

2.2.2 - INTERACCOES MOLECULARES E CELULARES
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A segunda fase pode ser dividida em duas etapas, a etapa de fixagdo e a etapa de
colonizac@o. Na etapa de fixagfo constata-se uma predominincia das reac¢bes moleculares
entre o substracto e a membrana da bactéria. Estas reac¢des moleculares e celulares, implicam
uma adesdo firme da bactéria a superficie, resultando na produgio de estruturas extracelulares
especializadas e em apéndices extracelulares filamentosos, onde se incluem cdpsulas,

fimbrias, pélos e camada mucoide.

Na etapa da colonizagdo, ap6s os microrganismos estarem ligados a superficie do
material de forma irreversivel, as cdpsulas e a camada mucoide, j4 formadas, vio-se acumular

juntamente com a biomassa das bactérias formando um biofilme. [4]

2.2.3 - FACTORES QUE AFECTAM A ADESAO BACTERIANA

A adesio bacteriana € resultado de uma série de eventos complexos, sendo por isso
indmeros os factores que a afectam. Dos virios factores que afectam a adesdo bacteriana,
inclui-se as caracteristicas da bactéria e da superficie do biomaterial e factores do meio
ambiente da interacgdo como a temperatura, o tempo de exposi¢io, a concentragio de
bactérias, a presenga de antibidticos ou a presenga de determinadas proteinas.

Das caracteristicas das bactérias, que podem influenciar as interacgdes bactéria-
material, destacam-se a hidrofobicidade e a carga superficial da bactéria. De uma forma geral
verifica-se que bactérias com propriedades hidrofébicas preferem materiais com superficies
hidrofébicas, por outro lado, bactérias com caracteristicas hidrofilicas preferem superficies
hidrofilicas. No entanto, as bactérias hidrofébicas aderem em grande extensdo relativamente
as bactérias hidrofilicas. [4]

Das caracteristicas superficiais do material que tém influéncia na adesdo destacam-se a
rugosidade da superficie, pois irregularidades nas superficies poliméricas promovem a adesdo
bacteriana e a deposi¢do de biofilmes, e a hidrofobicidade, j4 que polimeros altamente

hidrofébicos sdo mais susceptiveis de adesdo bacteriana. [7]
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2.3 - ESTAFILOCOCOS COAGULASE NEGATIVO

O Staphylococcus epidermidis € uma bactéria que se encontra na populagio autéctone
da pele humana. Esta bactéria faz parte de uma classe de bactérias ou estafilococos que sdo
cocos gram positivos, membros da familia Micrococcaceae. Os estafilococos da familia
Micrococcaceae produzem catalase, podendo ser coagulase positivo ou negativo, neste caso a
bactéria Staphylococcus epidermidis é coagulase negativa.

Grande parte do nimero de infecgdes associadas a dispositivos biomédicos € da

responsabilidade do Staphylococcus epidermidis. [9]

Quando a superficie do substracto é polimérica, ou quando um dos componentes do
dispositivo € um polimero, a bactéria Staphylococcus epidermidis aparece envolvida nas
infecgBes, pois estudos "in vitro” verificaram que o Staphylococcus epidermidis adere

preferencialmente a superficies poliméricas.[7]

2.4 - DISPOSITIVO DE ROBBINS MODIFICADO

O dispositivo de Robbins foi desenvolvido na Universidade de Calgary, pela equipa de
J. W. Costerton e J. D. Robbins, sendo posteriormente modificado de forma a ser usado em
aplicacdes biomédicas. [10]

O dispositivo de Robbins modificado apresenta-se como um dispositivo que permite
realizar estudos de adesdo celular e daf aferir a biocompatibilidade de diferentes materiais,
em condig¢des dindmicas.

Este dispositivo consiste basicamente num tubo de acrilico que tem ao longo do seu
comprimento alguns orificios, onde sdo introduzidas as amostras de materiais em ensaio. A

figura 1 apresenta uma fotografia do dispositivo de Robbins modificado utilizado.
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Figura 2 - Registo fotogrdfico do dispositivo de Robbins usado nos ensaios de adesao.

Com o auxilio deste dispositivo executam-se estudos em condigdes dinidmicas de
fluido, simulando, de alguma forma, as condigdes fisiolégicas do organismo. Nos estudos "in

vitro", a auséncia das forgas de tensdo de corte pode influenciar a adesdo bacteriana. [3]

Por outro lado, este sistema dindmico permite representar graficamente as tensdes de
corte e as forgas de friccdo que ocorrem nos sistemas haemodindmicos e nas préximidades

dos implantes.

Com o dispositivo de Robbins € possivel a comparagdo de multiplos biomateriais sob
condigdes idénticas de fluxo, temperatura e transporte de constituintes no fluido, algo que, os
estudos das interacgdes entre biomateriais e bactérias, em células de fluxo, geralmente nio
permitem.

Este dispositivo permite o estudo da adesdo e da colonizagdo superficial das bactérias
em biofilme, possibilitando a avaliagdo directa da influéncia do meio com ou sem biocidas,
exemplo antibidticos, bem como testes a superficies com caracteristicas antiaderentes ou

antiproliferativas ou a influencia do fenétipo.
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3 - MATERIAIS E TECNICA

3.1 - MICRORGANISMO

3.1.1. — ESTIRPE UTILIZADA

A estirpe da bactéria Staphylococcus epidermidis utilizada foi a ATCC35984
(RP62A), fornecida pela America Type Culture Collection (ATCC). Esta estirpe ¢ capsulada e

polissacarideo/adesina positiva (PS/A+).

3.1.2 - CONDICOES DE ARMAZENAMENTO E DE CULTURA

A estirpe de Staphylococcus epidermidis foi mantida em caldo cérebro-coragio (BH,
Difco, EUA) com 20% de glicerol, a uma temperatura de —70 °C.

Quando necessdrio, a estirpe era repicada para um caldo-de-soja-tripticase (TSB,
Difco, EUA), durante um periodo de 30 horas (12 horas + 18 horas) a uma temperatura de
37°C.

As operagdes que envolviam os microrganismos realizaram-se numa ciAmara de fluxo

laminar.

3.2 - MATERIAIS

Os materiais que foram objecto desta ensaio foram o diacetato de celulose Clarifoil®
P20/P27 (CDA; Courtaulds Chemicals, Inglaterra) e o polidimetilsiloxano (PDMS) de
referéncia primdria, segundo o protocolo National Heart, Lung and Blood Institut
Bioengineering Research Program (NHLBI-DTB).

Cortaram-se discos das amostras de Polidimetilsiloxano (PDMS, didmetro = 13mm,

espessura 0,05mm) e de Diacetato de celulose (CDA, , diAmetro = 13mm, espessura 0,05mm).
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3.3 - DISPOSITIVO DE ROBBINS MODIFICADO

O dispositivo de Robbins modificado (DRM) que foi usado nos ensaios de adesdo
celular € constituido por um tubo de acrilico, de 67 cm de comprimento, com uma seccgio
transversal semicircular de didmetro interno igual a 1,5 cm. Este tubo, de geometria
semicircular, encontra-se no interior de um outro tubo com secg¢do transversal semicircular,
com 0 mesmo comprimento, mas com um didmetro interior igual a 3,0 cm. Este tubo exterior
mantém o tubo interior a uma temperatura constante (neste caso 37°C), pois permite a
circulagdo de dgua, a temperatura desejada, assumindo, assim, uma fungdo de proteccio
térmica do tubo interior.

Os dois tubos (interno e externo) assentam numa placa rectangular de acrilico. Esta
placa possui ao longo da sua secggo longitudinal vérios orificios (12) de 1,4 cm de didmetro,
por onde as amostras sdo introduzidas, ficando desta forma no interior do tubo interno, ao
nivel da interface parede da placa/suspensdo de bactérias.

O tubo interior € o local por onde a suspenséo de bactérias circula que, assim, entra em
contacto com a superficie dos materiais.

As figuras (a) e (b) apresentam o dispositivo de Robbins modificado, utilizado nos

ensaios de adesio celular efectuados.

Um aspecto importante que se deve ter em conta, nos ensaios dindmicos utilizando
este dispositivo, sdo as condigdes hidrodindmicas dos fluidos no interior do tubo. O fluxo no
interior do tubo deve ser laminar, o que se consegue se o valor do niimero de Reynolds (Re)
for inferior a 1500. O valor do nimero de Reynolds € traduzido pela seguinte expressio
matemadtica: Re = (dH . v. p)/ u = 13, onde RE - nimero de Reynolds; v - velocidade do
fluido (ms'l); U - viscosidade dindmica (N. s/mz); dH - didmetro hidraulico (m), p - densidade
do fluido.

A tensdo de corte no interior do dispositivo apresenta-se também como um aspecto
importante, pois devem-se obter tensdes de corte similares as existentes no organismo
humano. A expressdo utilizada para calcular a tensdo de corte deste dispositivo € a seguinte:
o=(8.v..W/dH=54x 10™ Pa, onde G - tensdo de corte; v - velocidade do fluido (ms'l); u-
viscosidade dindmica (N. s/mz); dH - didmetro hidraulico (m).

Enquanto os valores hemodindmicos madximos de tensdo de corte se situam entre 0,16

e 0,74 Pa, valores da tensdo venosa e arterial respectivamente, neste trabalho utilizaram-se
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valores préximos de zero (5.4 x 10 Pa), tal como nos trabalhos realizados por A. Handa -

Connigan and R. Brydges. [11]

3.4 - ESTERILIZACAO E DESINFECCAO

3.4.1 - DESINFECCAO DOS MATERIAIS

Os materiais foram desinfectados por intermédio de dlcool a 70°C. O procedimento de
desinfeccdo utilizado consistiu no seguinte:

A superficie do material em estudo foi coberta por uma camada de dlcool a 70°C,
seguindo-se um espago de tempo necessdrio a evaporagdo total deste dlcool; esta operagéo foi
realizada numa camara de fluxo laminar. Em seguida, as amostras foram introduzidas no
dispositivo, previamente desinfectado.

Convém referir que os materiais ndo foram esterilizados por autoclavagem pelo facto

de o CDA nio resistir as temperaturas deste processo (121°C).

3.4.2 - DESINFECCAO DO DISPOSITIVO

O dispositivo foi desinfectado com uma solugdo de hipoclorito de sédio a 4%. O
procedimento de desinfec¢do do dispositivo consistiu em fazer circular, no seu interior, a
solugdo de hipoclorito de sédio, durante 45 minutos. O procedimento da desinfeccio do
dispositivo foi concluido fazendo circular, pelo tubo interior, dgua desionizada filtrada,
durante 25 minutos. (filtro de 0,2 pm - Scleichen & Schuell, Keene; NH). O caudal adoptado,

que permite circular as solugdes de desinfecgdo do dispositivo, foi de 20 ml/minuto.
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3.4.3 - ESTERILIZACAO DO MATERIAL UTILIZADO

Todo o restante material, utilizado na realizagdo dos ensaios, (tubos de silicone, tubos
peristélticos, baldes de Erlenmeyer, pingas, etc) foi esterilizado em autoclave, durante 15

minutos, a uma temperatura de 121°C.

3.5 - CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES DOS MATERIAIS

3.5.1 - ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMACAO DE
FOURIER (FTIR) COM REFLEXAO TOTAL ATENUADA (ATR)

3.5.1.1 - PROPRIEDADES ESTRUTURAIS

Este método permite uma caracterizagio estrutural de diferentes materiais e, por isso,
foi utilizado para analisar os materiais poliméricos em estudo.

Os dois materiais foram analisados por intermédio de um espectrofotometro FTIR-
Raman (Perkin Elmer System 2000).

3.5.2 - PROPRIEDADES SUPERFICIAIS

3.5.2.2 - RUGOSIMETRIA

As medigdes de rugosidade dos dois materiais foram executadas por intermédio de um
Rugosimetro laser (Perther Mahr, Modelo Perthometer PRK, Alemanha), usando-se uma
sonda dptica “Focodyn”.

Para cada amostra foram realizadas 5 medig¢Ses. O comprimento da linha de medigdo
(In) ndo foi o mesmo para os dois materiais, assim, a linha de medicdo para o CDA foi de
0,8mm e para o PDMS foi de 2,5mm. A rugosidade foi avaliada de uma forma quantitativa,

tendo em conta os seguintes parimetros:
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- Ra (Média aritmética da rugosidade) — valor aritmético médio de todos os desvios e
perfis a partir da linha média, ao longo do comprimento em que € efectuada a

medig¢do.[12]

- Rz (Altura média pico-a-vale) — média das alturas pico-a-vale de cinco amostras

adjacentes, para um dado comprimento. [12]

- Rméx (Rugosidade mdxima) — altura méaxima pico-vale entre cinco amostras

adjacentes, para um dado comprimento. [12]

3.6 - MEDICAO DE ANGULOS DE CONTACTO

A medigdo dos angulos de contacto foi realizada partindo de uma gota sésil colocada
nas superficies dos materiais. Estes foram, anteriormente, sujeitos a uma preparagio propria
para serem usados nos angulos de contacto.

Neste processo foi utilizado um aparelho padronizado de medi¢do de angulos de
contacto (Goriémetro Kruss-GmH, Alemanha).

Os angulos de contacto foram determinados de forma automadtica, utilizando para tal,
um sistema de andlise de imagem (Kruss-GmH, Alemanha). As imagens foram obtidas por
intermédio de uma cdmera de video para um computador pessoal, com um sistema de
medi¢do automatica (G2/G40).

As medicOes foram executadas a temperatura ambiente (24 + 2°C) utilizando-se
apenas um liquido a dgua. Os valores dos dngulos de contacto obtidos (0) representam a
média de 10 ensaios. A imagem recolhida imediatamente apés a deposi¢do da gota foi
analisada.

A medicdo de dngulos de contacto, da estirpe usada, ndo foi realizada neste trabalho,

os valores apresentados foram obtidos por consulta dos dados da bibliografia. [8]
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3.7 - DESCRICAO DO ENSAIO EXPERIMENTAL DE ADESAO

3.7.1 - ENSAIO DE ADESAQO

O eppendorf que continha a estirpe em estudo foi retirado do local de armazenamento
(arca congeladora a —70°C), sendo a estirpe introduzida, ji4 a temperatura ambiente, num
Erlenmeyer de 250 ml, onde se acrescentou 100 ml de caldo de soja tripticase (TSB). Esta
operagdo foi realizada em cimara de fluxo laminar. Em seguida, o erlenmeyer € introduzido
numa estufa com agitagdo (150 r.p.m.), a uma temperatura constante de 37°C, permanecendo
af durante 12 h. Apés este tempo, pipetaram-se 5 ml do contetddo do Erlenmeyer, que se
transferiram para um outro Erlenmeyer contendo 245 ml de TSB (anteriormente pipetados). A
solugdo obtida, de volume de 250 ml, foi novamente introduzida na estufa com agitagio (150
r.p.m.) a2 mesma temperatura (37°C), af permanecendo durante um periodo de 18 horas, de
forma a atingir a fase estaciondria do crescimento bacteriano. Nesta fase existe na amostra
uma populagdo de tamanho constante, onde existe um equilibrio entre a multiplicagdo € a
morte celular, tentando-se, desta forma, garantir uma densidade bacteriana inicial igual a
densidade no final do ensaio.

Apos as 18 horas, a suspensdo de bactérias presente no erlenmeyer foi pipetada para
seis tubos de centrifuga (Corning, 50 ml), sendo de 40 ml o volume transferido para cada
tubo.

De seguida, as suspensdes bacterianas presentes nos tubos de centrifuga, foram
sujeitas a uma centrifugacdo (Sigma 3-12) durante 10 minutos a 4000 r.p.m.. No fim da
centrifugagdo obteve-se um precipitado, tendo-se retirado o liquido obtido. Ao precipitado,
presente no fundo de cada tubo de centrifuga, juntou-se 40 ml de solugdo tamponada de
fosfato - PBS (pH 7.4, Sigma Chemical Co. St Louis, Mo; EUA). Por intermédio de um
vortex (40 Hertz, durante 30 segundos), o precipitado de bactérias foi suspenso em PBS,
procedendo-se novamente a uma centrifugagdo de modo a se efectuar uma lavagem dos
sedimentos, sendo esta operagio repetida trés vezes.

A suspensdo de bactérias, apés agitagdo em vortex (40 Hertz, 30 segundos), foi
filtrada, por intermédio de um filtro de 5 pm (Scleichen & Schuell, Keene; NH), para evitar

ou minimizar a existéncia de agregados celulares na suspensio final.
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Procedeu-se, de seguida, a leitura da densidade éptica da suspensdo de bactérias,
utilizando-se para tal um espectofotometro UV-visivel (Shimadzu UV-1201), definindo um
comprimento de onda de 600 nm. Este valor de comprimento de onda foi o utilizado, pois
segundo o constatado por A. P. Fonseca [8], o valor de densidade 6ptica de 0,964, utilizando
um comprimento de onda de 600 nm e para esta estirpe (RP62A), corresponde a 10® UFC/ml
(UFC — unidades formadoras de col6nias). O valor de densidade Optica desejado foi obtido

por sucessivas dilui¢cdes decimais.

Apés toda a fase, acima descrita, que culmina com a obtengdo da suspensdo de
bactérias com uma concentragio de 10° UFC/ml, passou-se ao ensaio de adesdao bacteriana,

propriamente dito.

Depois de se montar na cdmara de fluxo laminar, todo o material necessario (banho
termoestatico, bomba peristdltica, dispositivo de Robbins modificado, suportes do dispositivo,
tubos e conectores) iniciou-se o ensaio de adesdo. A figura 3 apresenta o layout do dispositivo

de Robbins modificado, utilizado para avaliar a adesdo bacteriana a diferentes biomateriais.

Figura 3 - Layout do dispositivo de Robbins durante os ensaios de adesao.
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Antes de se iniciar a circulagdo da suspensdo de bactérias, pelo dispositivo, &
bombeado para o seu interior um caudal de 5 ml/min de PBS, durante 30 minutos. A
suspensdo de bactérias € bombeada para o interior do dispositivo durante uma hora, a um
débito de 5 ml/min. Terminado o ensaio, a suspensdo de bactérias € substituida por PBS,

agora durante 45 minutos utilizando o mesmo valor de caudal.

3.7.2 - ENSAIOS DE ADESAO PRELIMINARES

Virios ensaios foram realizados até se conseguir optimizar todo o processo da adesdo

celular que foi relatado no ponto anterior, de forma a obter-se resultados reprodutiveis.

3.8 - TECNICA DE QUANTIFICACAO DAS BACTERIAS ADERENTES

Os métodos de quantificagdo de bactérias podem ser classificados em métodos
directos e métodos indirectos. Neste trabalho optou-se pela utilizagdo de um método directo,

que se baseia na contagem directa por observagio ao microscdpio 6ptico.

Ap6s a lavagem em PBS, posterior ao ensaio de adesdo, os materiais foram retirados
assepticamente do dispositivo, fixando-se, de seguida, as bactérias em 4lcool a 70°C, durante
um espago de tempo necessdrio para este se evaporar completamente (5-10 minutos). Depois
da fixagdo das bactérias, as amostras foram colocadas em ldminas de microscépio (trés

amostras por lamina).

As amostras foram depois analisadas em microsc6pio 6ptico com uma ampliagdo de
1000 x. Procedeu-se a contagem de 20 campos, que foram obtidos, apés a preparagio de uma
“macro”, por intermédio do programa de andlise de imagem existente no departamento de
Engenharia Metalirgica e de Materiais da FEUP (Programa Paqui desenvolvido pelo
CEMUP). A partir de observagdes microscépicas digitalizadas, foi possivel proceder 2

enumeragdo manual dos objectos captados na imagem (bactérias).
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4 - RESULTADOS EXPERIMENTAIS

4.1 - MEDICOES DOS ANGULOS DE CONTACTO

As medigoes dos valores dos dngulos de contacto da estirpe utilizada e dos materiais
usados nos ensaios de adesdo, foram realizadas apenas com um liquido polar (4gua), sendo os

resultados apresentados na tabela 1:

6 dgua (°)
Estirpe ATCC35984 23.1+2.1
(RP62A)
CDA 589 +1.2
PDMS 1123419

Tabela 1 - Valores de dngulos de contacto da estirpe de S. epidermidis e dos materiais

utilizados, obtidos com dgua.

4.2 - RUGOSIDADE

Os resultados obtidos apés da medigdo da rugosidade dos dois materiais sdo
apresentados na tabela 2. Esta tabela apresenta os valores da rugosidade média (Ra),
profundidade média do perfil rugoso (Rz) e a rugosidade maxima (Rmdx), para o CDA e para
o PDMS.

MATERIAL Ry(pum) Rz(pm) R ynax (um )
CDA 129+ 0.19 1.88 £0.44 16.88 +4.58
PDMS 3.754£0.76 4.98 £0.46 28.03 +£3.48

Tabela 2 — Valores de Ra, Rz e Rmdx obtidos no ensaio de medicdo de rugosidade para o

CDA e PDMS.
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A figura 4 apresenta os valores da rugosidade média dos dois materiais (CDA e

PDMS), traduzidos sob forma de gréfico.

CDA

Figura 4 — Comparagdo dos valores obtidos para a rugosidade média ( um ).

4.3 - FTIR/ATR

4.3.1 - DIACETATO DE CELULOSE

O espectro FTIR/ATR obtido para o diacetato de celulose é apresentado na figura 5,

tendo sido posteriormente comparado com o espectro apresentado na bibliografia [15].
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Figura 5 - Espectro FTIR/ATR do diacetato de celulose (CDA)
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4.3.2 — POLIDIMETILSILOXANO

O espectro FTIR/ATR obtido para o polidimetilsiloxano € apresentado na figura 6,

tendo sido posteriormente comparado com o espectro apresentado na bibliografia [15].
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Figura 6 — Espectro FTIR/ATR do polidimetilsiloxano (PDMS)

4.4- ADESAO CELULAR

A figura 7 apresenta um registo fotogrifico de uma imagem, obtida por um
microscépio optico, de uma amostra de PDMS, onde € possivel observar bactérias aderentes a
superficie do material. O registo fotogréifico foi obtido por uma video-printer acoplada ao

microscopio Optico.

Figura 7 — Registo fotogrdfico da superficie do PDMS com bactérias aderentes, obtida por
microscopio dptico. (Amp.=1000 X).
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A figura 8 apresenta um registo fotografico de uma imagem, obtida por um
microscopio éptico, de uma amostra de CDA, onde € possivel observar-se algumas bactérias
aderentes a superficie do material. O registo fotografico foi obtido por uma video-printer

acoplada ao microscépio 6ptico.

Figura 8 — Registo fotogrdfico da superficie do CDA com bactérias aderentes, obtida por
microscopio optico. (Amp.=1000 x).

Com auxilio do programa de andlise de imagem — “PAQUI”, procedeu-se a contagem
de bactérias aderentes, fazendo 20 campos para cada amostra. Assim, os valores apresentados

representam a média aritmética do niimero de bactérias aderentes nos 20 campos.

A figura 9 apresenta os valores obtidos, apds a contagem de bactérias aderentes a

superficie do diacetato de celulose, para os diferentes ensaios realizados.

Bactérias aderentes x 10° per mm®

1 2 3
Ensaio

Figura 9 — Adesao bacteriana a superficie do CDA nos diferentes ensaios.
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Na figura 10 observam-se os valores obtidos de adesdo bacteriana a superficie do
CDA, nas diferentes posi¢cdes do dispositivo de Robbins. Foram considerados os valores

médios dos trés ensaios.

Bactérias aderentes x 10°per mnf

Posi¢cdo no DRM

Figura 10 - Adesdo bacteriana a superficie do CDA nas diferentes posicoes do dispositivo.

O grifico apresentado na Figura 11 representa os valores obtidos de bactérias

aderentes na superficie do polidimetilsiloxano, em funcéo do ensaio realizado.
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Figura 11 - Adesao bacteriana a superficie do PDMS nos diferentes ensaios realizados.
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A Figura 12 apresenta os valores obtidos, apds a contagem de bactérias aderentes ao

PDMS, para as diferentes posi¢des do dispositivo de Robbins.
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Bactérias aderentes x 10°

Figura 12 — Adesao bacteriana a superficie do PDMS nas diferentes posicées do dispositivo.

O grifico que € apresentado na figura 13 representa os valores da média aritmética dos
valores relativos as vdrias posigdes, nos trés ensaios de adesdo bacteriana realizados com o

CDA e o PDMS.

CDA
@ PDMS

Bactérias aderentes x 10° per mnt

Ensaio

Figura 13 - Valores médios dos trés ensaios realizados para os dois materiais.
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Por fim, a figura 14 apresenta um gréifico onde se compara a adesdo bacteriana ao

CDA e ao PDMS. Foram considerados os valores médios dos trés ensaios.

Bactérias aderentes x 10° per mm?

Figura 14 — Adesao bacteriana a superficie dos dois materiais utilizados neste trabalho.

5 - DISCUSSAO DOS RESULTADOS

. Muitos dos dispositivos biomédicos sdo expostos as condigdes de stress de fluido do
organismo, no entanto muitos dos ensaios “in vitro” ndo t€ém em atencgdo as condic¢des do
fluido. Por outro lado alguns ensaios “in vitro”, ndo permitem comparar diferentes materiais
usando a mesma suspensao de bactérias.

O dispositivo de Robbins consegue dar respostas a estas questdes, pois permite
comparar diferentes amostras de materiais, com a mesma suspensdo de bactérias e sem
alteragdes da distribuicdo de fluxo. As amostras podem ser introduzidas e removidas do
dispositivo usando técnicas assépticas.

Embora o dispositivo de Robbins tenha sido usado em vdrios estudos de adesdo
bacteriana, poucos mencionam a importincia em normalizar todas as etapas do procedimento
experimental. Neste trabalho procurou-se realizar todas as etapas do procedimento de uma

forma sistematica.
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Uma desvantagem do dispositivo de Robbins reside no facto de ndo permitir uma
observagdo da adesdo celular “in situ” e em tempo real. Por exemplo, ndo € possivel

determinar, no momento, se uma certa concentra¢io de uma dado antibiético € ou nio eficaz.

° As amostras, apos uma hora de exposi¢do a suspensio de bactérias, foram lavadas com
PBS, no interior do dispositivo, € com o mesmo caudal utilizado durante o ensaio, de forma a
evitar um contacto ar - PBS, que iria remover algumas das bactérias aderentes, tal como
afirma Busscher et al. [16]. Este procedimento permite obter niimeros de bactérias aderentes
proximos de uma medicido “in situ” e em tempo real.

E importante trabalhar sob fluxo laminar, pois desta forma € possivel definir
rigorosamente o valor de tensdo de corte utilizado, ao nivel da superficie dos materiais, por
outro lado também € possivel determinar rigorosamente o transporte de biomassa para a

superficie.

. Da comparacdo dos vérios métodos de enumeragdo de microrganismos aderidos,
conclui-se que, tal como € afirmado no ponto Materiais ¢ Métodos utilizados, a contagem
directa por observagdo ao microscépio apresenta-se como o método que oferece maior grau de
confianga.[17]

Neste trabalho, a enumeragio de células microbianas por observagio ao microscépio
optico foi executada com recurso a analise de imagem, o que teve enormes vantagens,
nomeadamente o facto de ser possivel uma melhor observagdo, através de técnicas de
autocontraste ¢ de manipulagdo das condi¢es Opticas, mas também o facto de existir uma
digitalizacdo das imagens tratadas. No entanto, a contagem células microbianas acabou por
ser manual, o que tornou esta etapa do trabalho bastante morosa, dado que foram observados
vinte campos (1 campo = 8000 pm?) para cada amostra [17], o que perfaz 720 campos
analisados.

A razdo de se proceder a contagem manual deveu-se principalmente ao facto de o
microscépio utilizado estar indicado para amostras espelhadas (que reflectem a luz incidida),
ou seja, para amostras de materiais metélicas, ndo se obtendo assim a profundidade de campo
ideal para as amostras em causa. Assim, era praticamente impossivel efectuar a contagem

automdtica, pois o erro associado era bastante elevado e, mais importante, impossivel de
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quantificar ao certo. Tendo em conta este factores procedeu-se a contagem manual, por se
considerar que os possiveis erros de subjectividade inerentes ao operador seriam, mesmo

assim, inferiores aos cometidos pela contagem automdtica do sistema de andlise de imagem.

° Entre os factores que influenciam a adesio bacteriana, encontram-se as caracteristicas
do meio ambiente. Assim, neste trabalho, e como o objectivo era testar a adesdo bacteriana a
diferentes materiais, factores como a temperatura do fluido de bactérias, concentracao
bacteriana, pH e periodo de exposi¢do dos materiais a suspensdo de bactérias foram
considerados constantes ao longo dos trés ensaios realizados.

As caracteristicas da bactéria sdo também uma factor importante na adesdo 2
superficie de materiais, pois, como foi ja referido, as bactérias com caracteristicas
hidrofébicas aderem em maior nimero a superficie do que as bactérias de caracteristicas
hidrofilicas. No entanto, ¢ como neste trabalho apenas se utilizou uma Unica estirpe, este
pardmetro ndo assume importancia decisiva na adesio e dai a utilizagdo de resultados
anteriormente obtidos, servindo apenas como uma indicagio das caracteristicas da bactéria
usada.

Assim sendo, neste estudo, as caracteristicas superficiais dos materiais utilizados € que

influenciaram as condi¢des de adeso bacteriana.

Nos virios gréficos obtidos verifica-se que ndo existem diferengas significativas entre
as diferentes posi¢des no dispositivo, bem como entre os trés ensaios realizados. Assim, pode-
se afirmar que se trata de um dispositivo, que enquanto parte integrante de um método

experimental permite apresentar resultados reprodutiveis.

Analisando os resultados obtidos na medigdo da rugosidade superficial de cada
material e cruzando estes dados com os resultados obtidos na contagem de bactérias
aderentes, verificamos que o diacetetato de celulose, como material com menor rugosidade do
que o polidimetilsiloxano, apresenta um valor de bactérias aderentes inferior ao valor de
bactérias aderentes ao PDMS.

Este facto estd de acordo com a afirmagdo de Less et al. [18], pois segundo este autor a

adesdo celular aumenta com o aumento da rugosidade superficial porque quanto maior a
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rugosidade, maior € a superficie de adesdo. Busscher et al. [19] afirma que uma superficie

rugosa pode, s6 por si, induzir a imobilizagio celular a superficie de um material.

Analisando os resultados obtidos na medicdo de angulos de contacto, podemos afirmar
que o PDMS € um material “hidrofébico” e o CDA ¢ um material “hidrofilico”, pois segundo
H. Na and Friedman [4] um alto valor de angulo de contacto com a 4gua representa
hidrofibicidade e um baixo valor de dngulo de contacto com a dgua representa hidrofilicidade.

No que diz respeito aos resultados obtidos na medigdo de angulos de contacto, e tendo
em conta os dados obtidos na contagem de bactérias aderentes, constata-se que o material
“hidrofébico”- PDMS, apresenta valores do nimero de bactérias aderentes superior ao CDA —
material “hidrofilico”. Segundo Horbett et al. [20], o nimero de bactérias aderentes a
materiais ‘“hidrofébicos” (ou “apolares”) € superior aos materiais “hidrofilicos” (ou

“polares™).

Analisando comparativamente os resultados obtidos, neste estudo, com os resultados
obtidos por Linton et al. [21], verifica-se que o nimero de bactérias aderentes € cerca de dez
vezes inferior, em ordem de grandeza. No entanto, tais diferengas podem ser explicadas pelo
facto de o niimero de horas em contacto, utilizado por este autor, ser superior, ji que A. P.
Fonseca [8] constatou que existe um aumento de adesdo celular com o aumento do tempo de
exposigao.

Os resultados obtidos sdo semelhantes aos obtidos por A. P. Fonseca e Linton et al. [8]
[21], nos quais se verifica uma correlag@o entre a hidrofobicidade ¢ o niimero de bactérias
aderentes. O PDMS, como material mais rugoso e “hidrofébico”, apresenta um nimero de

bactérias aderentes superior ao obtido para o CDA, material menos rugoso e “hidrofilico”.

Em suma, e tal como afirma Andreson et al. [22], no futuro os materiais utilizados
para dispositivos biomédicos deverdo ser altamente amorfos e hidrofilicos, alids, os resultados

de adesao obtidos neste trabalho apontam também nesse sentido.
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6 - CONCLUSOES

Os resultados apresentados evidenciam que o dispositivo de Robbins utilizado é uma
“ferramenta” importante para a avaliagdo da ades&o celular a biomateriais sob condi¢des
experimentais bem definidas. O dispositivo apresenta muiltiplas vantagens para o uso
prético. Os diferentes ensaios realizados mostraram que as diferengas de adesdo obtidas
para o diacetato de celulose (CDA) e para o polidimetilsiloxano (PDMS), sdo

reprodutiveis.

O polidimetilsiloxano ¢ um material mais rugoso e “hidrofébico”, apresenta um niimero
de bactérias aderentes superior ao obtido para o CDA, material menos rugoso e

“hidrofilico”.

O sistema de andlise de imagem apresentou-se como uma “peca” fundamental no
processo, no entanto, e no caso de ser possivel acoplar este sistema a um microscépio com
objectivas mais apropriadas, os possiveis erros efectuados seriam menores e

quantificaveis, tornando todo o processo menos moroso e mais eficaz.

7 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Verificar qual a influéncia, na adesdo celular, da presenca de determinadas proteinas no

fluido.

Realizar ensaios de adesio a diferentes materiais, utilizando células sanguineas,

nomeadamente, plaquetas e leucdcitos.

Estudar a influéncia, na adesdo celular, da presenga de diferentes tipos e concentragdes de

antibiéticos.

Estudar a influéncia do caudal e do tempo de exposigdo, na adesio celular.
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