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RESUMO

Estima-se que aproximadamente 80% das infeccdes no mundo estao
relacionadas a adesédo bacteriana e formacao de biofilmes, que envolvem interacéo
entre bactéria, superficie e microambiente. Nesse contexto, superficies biomiméticas
texturizadas com padrdes micro e nanométricos tém recebido especial atencdo como
mecanismo de reducdo da adesdo e formacdo de biofilmes. Tendo em vista a
dificuldade no tratamento tradicional e o aumento da resisténcia bacteriana, este
trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da texturizacao superficial de amostras
de aco inoxidavel AISI 430 por shot peening na adeséo e proliferacdo de bactérias
Gram-positivas (S. aureus) e Gram-negativas (E. coli). As amostras foram obtidas sob
diferentes condi¢cdes operacionais e caracterizadas quanto a rugosidade, topografia
superficial, proliferacdo e adesado bacteriana submetidas a 24h de contato frente as
cepas de S. aureus e E. coli. Os resultados indicaram redugao na adesao bacteriana
de 77% para Gram-positiva e 50% para Gram-negativa para amostras submetidas ao
shot peening por 80s, utilizando esferas de acgo projetadas a 100 psi com angulo de
30°. Este estudo demonstra a influéncia direta do angulo de jateamento na morfologia
das superficies, no tempo necesséario de processo e reforca a importancia do perfil
topografico na adesao bacteriana e formacao de biofilmes. Dessa forma, a técnica de
shot peening avaliada se mostra como alternativa promissora para texturizacao de
superficies para reducéo da adeséo e proliferacdo bacteriana e formacéao de biofilmes
em superficies metalicas AlSI 430.

Palavras-chave: Shot peening. Texturizacdo. Adeséo bacteriana. Biofilmes.



ABSTRACT

It is estimated that approximately 80% of infections in the world are related to
bacterial adhesion and biofilm formation, which involve interaction between bacteria,
surface and microenvironment. In this context, textured biomimetic surfaces with micro
and nanometric patterns have received special attention as a mechanism for reducing
adhesion and biofilm formation. Given the difficulty in traditional treatment and the
increase in bacterial resistance, this study aimed to evaluate the influence of surface
texturing of AISI 430 stainless steel samples by shot peening on the adhesion and
proliferation of Gram-positive (S. aureus) and Gram-negative (E. coli) bacteria. The
samples were obtained under different operating conditions and characterized for
roughness, surface topography, bacterial proliferation and adhesion submitted to 24h
of contact against strains of S. aureus and E. coli. The results indicated a reduction in
bacterial adhesion of 77% for Gram-positive and 50% for Gram-negative for samples
submitted to shot peening for 80s, using steel balls projected at 100 psi with an angle
of 30°. This study demonstrates the direct influence of the blast angle on the surface
morphology, the time required for the process and reinforces the importance of the
topographic profile in bacterial adhesion and biofilm formation. Thus, the evaluated
shot peening technique is a promising alternative for surface texturing to reduce
bacterial adhesion and proliferation and biofilm formation on AISI 430 metallic
surfaces.

Key words: Shot peening. Texturing. Bacterial adhesion. Biofilms.
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PREFACIO

Iniciei 0 mestrado em marco de 2019, quando completava 10 anos do inicio da
minha experiéncia com pesquisa cientifica. Desde 2009, enquanto cursava 0 ensino
médio e o técnico em quimica na Fundacao Liberato Salzano Vieira da Cunha, minha
trajetoria foi marcada pela participacéo em feiras de ciéncia. A pesquisa mudou minha
vida porque me ensinou a ter paciéncia, mas nao esperar sentada pelos resultados;
me ensinou a propor pequenas solugdes simples e viaveis, ao invés de reinventar a
roda; e, mais do que mudar a minha forma de enxergar os problemas, a pesquisa me
abriu portas, janelas e a mente para o mundo.

Minha graduacao foi cursada integralmente com uma bolsa de estudos, obtida
como prémio por uma das pesquisas desenvolvidas. A essa altura, a paixao pela
ciéncia ja era evidente e declarada, assim como a luta para que existam condi¢des de
exercé-la no Brasil, mesmo diante dos ataques a que foi submetida nos ultimos anos.

Finalizada a graduacédo, ndo havia duvidas de que seguiria para a proxima
etapa: o mestrado. A colacdo de grau ocorreu em janeiro de 2019, e o mestrado foi
iniciado em marco. Aproveitei aquele ano para cursar todas as disciplinas, realizar o
estagio de docéncia e definir as diretrizes da pesquisa. O ano de 2020 seria dedicado
exclusivamente as praticas experimentais. A pesquisa ja tinha um objetivo idéntico ao
atual, mas com uma metodologia de texturizacdo superficial muito distinta, através da
polimerizacdo por plasma, e a tentativa de reproducéo da topografia superficial em
matrizes poliméricas.

E 2020 comecou no laboratério. Diversos testes de obtencéo, variacdes das
condicBes no reator a plasma e testes com diferentes polimeros. No inicio de fevereiro
ja estavamos rodando o0s primeiros testes microbioldgicos para validacdo da
metodologia, e na metade do més, estdvamos realizando analises no microscépio
eletrbnico de varredura para avaliar os resultados preliminares.

Com novos testes agendados, e novas estratégias definidas para
aprimoramento do meétodo, chegamos em 11 de mar¢co de 2020, quando a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) elevou o estado da infec¢cdo causada pelo
coronavirus a pandemia de Covid-19. Mundo em alerta, Universidades e laboratérios
fechados. Pausa temporaria e por tempo indeterminado na parte experimental da
pesquisa, até que pudéssemos retornar aos laboratorios, resultando também na

prorrogacéo dos prazos de defesa da dissertacéo.



A pausa temporaria teve fim depois de 454 dias, quando consegui autorizacao
para retorno restrito aos laboratorios da UFRGS, mediante apresentacao do teste RT-
PCR. Nesse momento, completavamos seis meses desde o inicio da vacinagdo no
mundo, mas a minha primeira dose viria apenas 50 dias depois. No intervalo de 15
meses, entre o fechamento dos laboratérios e a autorizacdo para retorno restrito, a
pesquisa idealizada em 2019 sofreu alteracfes significativas, especialmente no que
diz respeito ao método de texturizacdo superficial. Essas modificacdes aconteceram
para viabilizar a realizagéo de testes fora das dependéncias da Universidade.

Foi projetada uma cabine de shot peening, confeccionada e mantida nas
dependéncias da carpintaria administrada pelo meu pai. Essa confecc¢ao foi viabilizada
através de materiais adquiridos de diferentes fontes (desmontagem de equipamentos
para retirada de pecas, compras online, adaptacdes e empréstimos). Com isso, as
variaveis operacionais que puderam ser aplicadas a cabine foram incluidas, e alguns
parametros tiveram limitagcdes impostas pela confec¢do da cabine (situacao tipica,
frequentemente vivida por pesquisadores de diferentes areas).

A partir dessa mudanca de metodologia, meu pai e meu irmao tornaram-se 0s
novos “auxiliares de laboratério”. Um microscopio digital USB simples foi acoplado ao
computador, e os funcionarios da carpintaria tornaram-se 0S novos curiosos pelas
modificac6es superficiais provocadas pelo processo. A medida que os resultados dos
testes microbiol6gicos iam surgindo, eu presenciava as teorias complexas sendo
explicadas de maneira simples e acessivel, com exemplos concretos, pelos novos
aprendizes que acompanhavam as atividades. A ciéncia tem mesmo esse poder de
encantamento (ainda bem)!

As restrigcbes impostas pela pandemia alteraram os rumos da minha e de tantas
outras pesquisas, ao longo desses quase dois anos. No meu caso, essas limitacdes
forcaram mudancas metodolégicas que tornaram 0 processo mais acessivel e
reprodutivel em larga escala. Essa transicdo nos permitiu aproximar a pesquisa
cientifica do “chdo de fabrica”, e projetar os efeitos concretos da sua aplicagdo num
futuro proximo.

No momento em que a ciéncia é posta em xeque por negacionistas que,
provisoriamente, ocupam o poder, produzir solu¢des com potencial de contribuicdo
social € também uma forma de (re) existéncia. Espero que os resultados obtidos
possam servir a esse proposito, mas, a0 mesmo tempo, que essa existéncia esteja

apenas comecando!
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1 INTRODUGAO

Um dos grandes obstaculos enfrentados pelo sistema de saude esta
relacionado a adesao bacteriana e a consequente formacao de biofilmes, associada
a aproximadamente 80% das infecgcbes médicas no mundo, segundo a National
Institutes of Health (NIH, 2002). Biofilmes sédo comunidades tridimensionais de células
aderidas entre si e a uma superficie, envolvidas em uma matriz polimérica extracelular
auto-excretada. Uma das mais importantes caracteristicas do biofilme bacteriano é a
sua resisténcia ao sistema imune do hospedeiro e aos agentes antimicrobianos,
podendo tornar-se de 10 a 1.000 vezes mais resistente do que quando na forma de
bactérias livres (DAVIES, 2003). Por essa razao, a formacéo de biofilmes possui um
papel importante na patogénese, sendo causa comum de infec¢gbes persistentes e
representando um grande obstaculo para a saude humana (COSTERTON;
STEWART; GREENBERG, 1999). Dessa maneira, micro-organismos que apresentam
suscetibilidade a determinados antimicrobianos em testes laboratoriais convencionais
podem ser altamente resistentes aos mesmos quando na forma de biofilmes,
provocando doengas cronicas e dificeis de tratar.

Essa dificuldade de tratamento, provocado pela resisténcia bacteriana em
infeccbes associadas a biofilmes, possui consequéncias diretas e indiretas no
desfecho clinico e na qualidade de vida dos pacientes, podendo gerar maior tempo de
internacdo, aumento dos custos com médicos e procedimentos diagnésticos, bem
como aumento dos custos de antibioticoterapia e medicamentos complementares.

Para que a adesdo bacteriana ocorra € necessario que haja a interacao
multifacetada de trés componentes: a bactéria, a superficie e 0 microambiente em que
eles se encontram (DAROUICHE, 2001). Dessa forma, as estratégias para o combate
de biofilmes podem, basicamente, ser divididas em dois segmentos: a inibicdo da
formacao de biofilmes e a erradicacdo ou tratamento de biofilmes ja formados.

Existem diversos tipos de bactérias formadoras de biofilme. Entre as Gram-
positivas, destaca-se o Staphylococcus aureus, que € capaz de invadir e sobreviver
dentro de células fagociticas e driblar o sistema imunolégico do hospedeiro. (UCKAY
et al. 2009). Dentre as Gram-negativas destacam-se Escherichia coli e Salmonella,
responsaveis por grande parte das infecgBes gastrointestinais; e as Pseudomonas
aeruginosa e Burkholderia cenocepacia, capazes de acarretar e agravar infeccdes
respiratorias em pacientes com fibrose cistica (NORDMANN & CORNAGLIA, 2012).
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Um dos atuais desafios da engenharia é a modificacdo das superficies através
de solucdes economicamente viaveis, que representem uma outra alternativa na
prevencdo da formacdo de biofilmes. Buscando atender a essa demanda, diversas
areas de pesquisa se destinam a agregar propriedades antimicrobianas pela
modificacdo superficial dos materiais, através da inclusdo de nanoparticulas de prata,
liberacdo controlada de antibidticos, funcionalizacdo da superficie, modificacdo
quimica e métodos mecéanicos (IARIKOV et al. 2014; GU et al. 2016).

Superficies texturizadas com padr6es micro e nanométricos tém recebido
especial atencdo como mecanismo de reducdo da adesao bacteriana e formacao de
biofilmes, pela modificacdo das interacdes fisico-quimicas que medeiam a adesao
primaria ao substrato. (GALLO et al. 2014; CAMPOCCIA et al. 2013). Essa
texturizagdo, de maneira geral, permite modificar a superficie externa de modo a
dificultar a adeséo e colonizacdo microbiana, mantendo inalteradas as propriedades
mecanicas, 0 volume e as funcionalidades desejaveis do material, podendo ainda
facilitar a biocompatibilidade material-tecido, no caso de implantes. (BAZAKA et al.
2012).

Dentre as técnicas de texturizacao disponiveis, o processo de shot peening
vém ganhando cada vez mais interesse devido a sua capacidade de melhorar as
propriedades mecéanicas dos materiais, possibilitando altas taxas de deformacédo a
temperaturas baixas, sem alterar consideravelmente as dimensdes gerais do material.
(VALIEV et al. 2000; VALIEV, 2004). Além disso, o processo de shot peening promove
a limpeza da superficie exposta, atua no alivio de tensdes trativas, aumenta a
resisténcia a fadiga, a corrosdo e ao atrito, e reduz a tensdo média superficial,
atrasando a iniciagdo e o crescimento de tricas (ASM, 2007). (CLAUDIO et al. 2008).
(CMV, 2014).

Diante disso, essa pesquisa buscou avaliar a influéncia da texturizacéo
superficial de amostras de acgo inoxidavel AISI 430 por shot peening na adeséo e
proliferacdo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. As amostras foram
obtidas sob diferentes condi¢cbes operacionais e caracterizadas quanto a rugosidade,
topografia superficial e adeséo/proliferacéo bacteriana apés 24 horas de contato frente

as cepas de S. aureus e E. coli.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da topografia da superficie na adeséo e proliferacdo de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas em substratos de aco inoxidavel AlSI 430

texturizados através da técnica de shot peening.

2.2 Objetivos Especificos

a) Submeter amostras de aco inoxidavel AISI 430 a diferentes condicbes
operacionais de tratamento por shot peening;

b) Caracterizar as amostras obtidas quanto a rugosidade; e

c) Avaliar os efeitos do shot peening na adeséo e proliferacdo bacteriana frente

as cepas de E. colie S. aureus.



19

3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

“Somente quando as coisas podem ser vistas por muitas pessoas, numa

variedade de aspectos, sem mudar de identidade, de sorte que 0s que estdo a sua
volta sabem que veem o mesmo na mais completa diversidade, pode a realidade do
mundo manifestar-se de maneira real e fidedigna. ”

(Hannah Arendt)

3.1 Engenharia de superficies

A engenharia de superficies é caracterizada pelo desenvolvimento e aplicacéo
de processos tecnolégicos de preparacdo e modificacdo de superficies, a fim de
conferir propriedades especificas dentro de uma aplicagéo. Segundo Tom Bell (1990),
a modificagcdo da superficie possibilita a obtencdo de materiais cujas propriedades séo
inatingiveis apenas com o material base ou com a superficie isolada.

E uma area emergente e multidisciplinar que abrange ramos da engenharia,
fisica, quimica e ciéncia dos materiais. Seu desenvolvimento foi motivado pela
compreensao de que a superficie, para um grande nimero de aplicacfes, se constitui
como a parte mais importante dos componentes, sendo o local onde sao iniciados
diversos mecanismos que levardo a falha. (DAVIS, 2001; ELLIOTT, 1978; GALLO,
2009). Técnicas de modificacdo de superficie permitem alteracdes nas propriedades
mecanicas, quimicas, elétricas, térmicas e Opticas dos materiais. (BERNAL, 2006;
CZERWINSKI, 2012).

A engenharia de superficies subdivide-se, basicamente, em duas areas: a
modificacdo do material base ou a utilizacdo de um revestimento, conforme ilustrado
na Figura 1.

Tratamentos que envolvem a modificacdo do material base s&o aqueles onde
o substrato € modificado, seja em suas propriedades fisicas (via témpera por indugao,
shot peening, jato de areia), ou em suas propriedades fisico-quimicas, geralmente
envolvendo difusdo (como na nitretacdo, cementacao, carbonitretacao, etc).

Tratamentos que envolvem uma deposi¢céo de um revestimento ndo buscam a
modificacao do substrato, mas, sim, aliar as propriedades do material base com as do
revestimento formando o compdsito. Deste modo, procura-se atingir propriedades

Otimas através da utilizacdo conjunta das propriedades metais/mecanicas do
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substrato e do revestimento. Encontramos uma variedade de exemplos destas

aplicacdes como tintas, revestimentos ceramicos e revestimentos metalicos.

Figura 1. Subdivisbes da Engenharia de Superficie
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Fonte: Adaptado de PIANA, 2001; HOLMBERG & MATTHEWS, 1994.
Existe uma gama variada de tratamentos que podem ser aplicados em acos

para melhoria de suas propriedades, visando diminuicdo da degradacéo superficial e
desgaste ocorrido durante 0s processos em que sdo submetidos, por exemplo. A

engenharia de superficies, alem de promover reducdo de custos em processos de



21

fabricacdo, também pode melhorar a precisdo e qualidade superficial dos produtos

fabricados.
3.1.1 Shot peening

O shot peening é um processo de deformacao plastica a frio, que ocorre atraves
de um jato de granalhas direcionadas em alta velocidade sob condi¢des controladas,
a fim de introduzir tensdes residuais compressivas nas camadas superficiais do metal.
(ASM, 2007; BLODGETT, 2004).

Quando as esferas projetas em alta velocidade entram em contato com a
superficie do material, atuam como pequenos martelos que provocam uma
deformacéo plastica cbncava na camada superficial. (COSTA, 2006; TOTTEN, 2004).
Abaixo de cada concavidade criada, o material que foi deformado tenta retornar a sua
forma original, criando assim tensdes compressivas e endurecimento superficial
(encruamento). (MELO & NUNES, 2013). A Figura 2 demonstra esquematicamente

as tensdes induzidas por shot peening.

Figura 2. Desenho esquematico das tensdes induzidas pelo shot peening

Esfera em
alta velocidade b)

Superficie alongada

Cavidade criada
pelo impacto
daesfera

a) Demonstracdo do impacto da esfera sobre a superficie
b) Distribuicao das tensdes ap0ds o processo de shot peening

Fonte: Adaptado de MIC, 2006.

Entretanto, a medida que essas tensdes compressivas sdo introduzidas na
superficie, surgem também tensdes residuais trativas subsuperficiais de reacdo. Isso
ocorre a fim de satisfazer as condi¢cdes de equilibrio de forcas e momentos internos
do material. (STEPHENS, 2001).

Este processo, além de promover a limpeza da superficie exposta e atuar no
alivio de tensdes trativas, também aumenta a resisténcia a fadiga, reduzindo a tenséo

meédia superficial e atrasando a iniciagdo e o crescimento de tricas. (ASM, 2007,



22

CLAUDIO et al. 2008). Além das vantagens citadas, o tratamento por shot peening
também aumenta a resisténcia a corrosdo, aumenta a resisténcia ao atrito, e
possibilita a reducdo dimensional e/ou de peso sem comprometer a resisténcia
mecanica. De acordo com um estudo realizado em 2001 (SPM, 2001), a vida a fadiga
dos componentes é fortemente influenciada pelo tratamento de shot peening e podem
ser aumentadas a patamares de 600% em feixes de mola, 1300% em molas
helicoidais, e 1500% em engrenagens.

A magnitude da tensao residual que pode ser introduzida pelo shot peening é
limitada, e depende principalmente do material da peca. Para metais de elevada
dureza, a tensdo pode chegar a pouco mais da metade do valor da tensdo de
escoamento do material (ASM, 2007; STEPHENS, 2001).

A profundidade da camada onde se concentram as o compressivas, que podem
variar entre 0,03 mm a 2 mm (ROCHA, 2010), e a rugosidade da superficie jateada
sdo determinadas pelo material da peca e pela intensidade de jateamento. A
intensidade de jateamento depende do tamanho, do peso e da dureza do material da
granalha, da velocidade do jato, do angulo de jateamento e do tempo de exposi¢ao
(ASM, 2007; STEPHENS, 2001). Todos esses parametros, além da cobertura e
saturacdo sdo variaveis importantes no controle dos resultados do shot peening
(OLIVEIRA, 2014). Nos itens a seguir, essas varidveis serdo abordadas mais

detalhadamente.
3.1.1 Variaveis operacionais de shot peening

No processo de shot peening diversos fatores devem ser considerados, uma
vez que interferem diretamente no resultado final do tratamento. Dentre as principais
variaveis operacionais a serem observadas, destacam-se: o tipo de granalha, presséo
de jateamento, angulo de jateamento, distancia de jateamento e tempo de processo.

3.1.1.1 Tipo de granalha

Dentre as variaveis do shot peening, o tipo de granalha destaca-se como sendo
um dos mais importantes, principalmente no que diz respeito ao material da granalha

escolhida, dureza, formato e dimensao.
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O formato ideal é o esférico, evitando a formacdo de arestas e
descontinuidades acentuadas na superficie da peca, que podem gerar concentradores
de tensdo. A dimenséao das esferas impacta diretamente na distribuicdo das tensdes
residuais, assim como na rugosidade da peca. Uma vez que o jateamento € um
processo de impacto, a superficie jateada sofre alteracdes microscopicas que serao
de maior magnitude quanto maior a massa da granalha. Segundo Rego (2011), se as
demais variaveis do processo sdo mantidas, o aumento da dimensdo da granalha
resulta em aumento da intensidade de jateamento, profundidade da camada
compressiva, e diminuicdo da area de cobertura.

De maneira geral, o material da granalha deve apresentar uma dureza igual ou
superior a do material da peca (KRITZLER; WUBBENHORST, 2002; apud REGO,
2011). Comumente, elas se dividem em materiais ferrosos e néo ferrosos, sendo as
duas principais matérias-primas as esferas de vidro (ndo ferrosas) e as granalhas de
aco (ferrosas). As granalhas de aco se dividem em granalhas de fio de aco cortado e
granalha de aco fundido. As esferas de ago fundido apresentam normalmente dureza
entre 40 e 50 HRC (escala de dureza Rockwell C), enquanto as esferas de ferro
fundido sdo mais quebradicas e apresentam valores entre 58 e 68 HRC. (OLIVEIRA,
2014). Segundo a Brasibras (2014), as principais vantagens das granalhas de aco séo
seu baixo custo operacional em funcdo da vida util (podem suportar mais de 400
ciclos), velocidade de limpeza, uniformidade no acabamento, menor desgaste e menor

geracao de po.

3.1.1.2 Pressao

O controle da presséo esta diretamente relacionado com a velocidade com que
as granalhas séao propelidas. A velocidade das granalhas interfere no processo de
modo que aumentar a velocidade das esferas aumenta a intensidade do tratamento,
uma vez que as granalhas se chocam com maior energia cinética na superficie da
peca. (OLIVEIRA, 2014). Isso interfere diretamente na profundidade das tensdes
residuais compressivas geradas no material, sem influenciar os valores da tensao
residual maxima.

H& um ponto maximo de pressdo para 0 aumento da magnitude da tensao
residual, ou seja, ha um limite de pressao de jateamento e apds essa pressado 0s

valores de tenséo residual menor serdo na superficie dos componentes tratados. Isto
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€ dado em funcdo do relaxamento da rede que ocorre devido ao alto impacto das
granalhas com a peca. (OLIVEIRA, 2014).

Em materiais mais dulcteis costuma-se trabalhar com velocidades baixas,
enquanto que para pegas mais duras trabalha-se com velocidades superiores para
gue se possa obter resultados significativos. (ROHWEDER et al. 2011).

3.1.1.3 Angulo de jateamento

O angulo de jateamento consiste no angulo que é formado entre a dire¢cao do
jato e o plano da superficie do material. Quanto maior o angulo de jateamento, maior
sera a intensidade do tratamento, uma vez que a componente vertical da forca sera
maior quanto maior o angulo. Entretanto, evita-se trabalhar com angulo de 90° em
fungéo do ricocheteamento das esferas, que colidem com as incidentes, aumentando
0 consumo de granalhas e diminuindo a eficiéncia do tratamento. (REGO, 2011).

A escolha do angulo no jateamento varia em funcao do material das granalhas.
Normalmente, para granalhas de aco e granalhas de vidro, o angulo fica entre 60° e
70°, entretanto, para granalhas de material mais fragil o angulo trabalhado costuma
ser inferior a 60°. (ROHWEDER et al. 2011).

3.1.1.4 Distancia do jateamento

A distancia do jateamento é definida como a distancia entre a saida do jato até
a face do material. Sendo assim, quanto maior for esta distancia, maior sera a area
do material submetida ao tratamento, no entanto, menor sera a velocidade de impacto
das esferas, reduzindo a intensidade do processo.

Gariépy e colaboradores (2012) relatam que a distancia do jateamento tem
impacto direto no refinamento do grao e no acabamento superficial. Quanto menor a

distancia, maior a tendéncia de a superficie ficar mais lisa e com bom acabamento.
3.1.1.5 Tempo de processo

O parametro tempo operacional quando ligado ao tempo de jateamento segue

a logica do conceito de saturacdo. Ou seja, 0 quao maior for o tempo de exposicdo da
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peca ao jateamento, maior sera a intensidade do mesmo, no entanto, isto se da

apenas até um determinado ponto, chamado de ponto de saturacédo (REGO, 2011).
O ponto de saturacdo é definido como o ponto onde a intensidade do shot

peening permanece a mesma ou varia de maneira insignificante. Normalmente, este

ponto é atingido quando cerca de 98% do material esta coberto. (OLIVEIRA, 2014).
3.2 Adesao bacteriana e formacéao de biofilme

Um dos grandes desafios presentes na saude publica atualmente esta
relacionado as infec¢des proporcionadas por biofilmes e patégenos que se tornaram
multirresistentes a antimicrobianos. Isso impacta no aumento de morbidade,
mortalidade, no aumento do tempo de internacdo e nos gastos do sistema de saude
(NEIDELL et al. 2012). O 6rgao norte-americano “National Institute of Health” afirma
que os biofilmes tém relacdo com aproximadamente 80% de todas as infecgoes
médicas no mundo (NIH, 2002), onde as principais infec¢cbes tém relacdo com
préteses (DONLAN; COSTERTON, 2002; HOIBY et al. 2011). Quando estas células
séo resistentes, ao utilizar um antimicrobiano para acabar com a infegéo, o paciente
obtém como resultado uma reinfeccao.

A descricao dos biofilmes tem sido discutida em muitos sistemas desde Antonie
van Leeuwenhoek, em 1675, mas a teoria geral da existéncia de biofilmes sé foi
publicada em 1978, através de um estudo realizado por Costerton, Geesey e Cheng.
A partir dessa publicacdo, revelou-se que varias bactérias ndo se desenvolvem
igualmente se comparadas como as células individuais, mas sim em comunidades
estruturadas, como biofiimes. (COSTERTON et al. 1978; LOPEZ; VLAMAKIS;:
KOLTER, 2010).

O termo biofilme pode ser definido por um ecossistema ou comunidade
microbiolégica complexa, caracterizado por células que possuem adesao irreversivel
a um substrato ou entre si, protegidas por uma matriz formada de polissacarideos
extracelular de producao prépria. (CAIXETA, 2008; SALDANHA, 2013).

Pode-se definir que as bactérias possuem dois estados basicos de vida: como
células planctbnicas — caracterizadas como células de vida livre, com metabolismo
mais ativo — e como células sésseis — sendo as células que compde os biofilmes, que
vivem em comunidade, fixas em determinadas superficies e com um metabolismo

mais compensado. As células planctonicas sdo essenciais para garantir rapida
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proliferacédo, resultando na disseminag¢do dos micro-organismos para outros locais.
Por outro lado, as células sésseis tém a importante caracteristica de cronicidade.
(CONSTERTON et al. 1987).

A formacgédo do biofilme se d& através de cinco etapas: a adesdo primaria, a
adesao irreversivel, a formacédo da cadeia polimérica, a maturacdo do biofilme e a
liberacdo das células persistes.

A adeséo priméria em superficie, também conhecida como adeséo bacteriana
reversivel, é o primeiro estagio na formacdo de biofilmes. Células microbianas
planctdnicas que por algum motivo passaram por modificacbes fenotipicas ou se
encontram em ambiente hostil migram para determinada superficie abidtica
(inanimada, plastico e metais por exemplo) e, passam a viver de modo séssil, ou seja,
em comunidade. A adesao reversivel entre bactérias e superficies abidticas ocorre
mediada por interacdes fisico-quimicas ndo especificas, enquanto a adesdo a
superficies bidticas é acompanhada por interagcdes moleculares mediadas por
ligacdes especificas do tipo receptor-ligante. (MORAES et al. 2013; TRENTI et al,
2013).

Depois de aderidos, ocorre a proliferacdo destes micro-organismos. Nessa fase
sdo produzidas substancias que tem a funcdo de atrair outros micro-organismos, e
fazer com que as células bacterianas produzam uma matriz de exopolissacarideo
(EPS), que se comporta como uma membrana protetora que recobre totalmente a
comunidade bacteriana. Nesse momento, 0s micro-organismos fracamente ligados a
superficie consolidam o processo de adeséao, através da producédo de EPS. Durante
essa fase de adesdo, os micro-organismos sdo capazes de se ligar a células da
mesma ou de diferentes espécies, formando agregados que vao estar firmemente
ligados a superficie (STOODLEY et al. 2002). Nessa etapa a adeséo é considerada
irreversivel pois € mediada por interacdes fortes como ligacdes eletrostaticas ou de
Van der Waals. (DONLAN et al. 2001; CAIXETA, 2008; FLACH, 2005).

Com a formagédo da membrana, inicia-se o processo de troca de substancias
entre 0 meio interno e o externo, que € possivel através do gradiente de concentracao,
fazendo com que o EPS seja mais seletivo, e as bactérias mais préximas a
extremidades do mesmo tenham o metabolismo mais ativo do que as que foram
aderidas inicialmente (MENOITA, 2012). Dessa forma, no ambiente interno a
membrana, podem ocorrer alteracdes de pH, temperatura, umidade, producéo de

toxinas, expressao dos fatores de viruléncia e até mesmo troca plasmidial. Este
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processo de comunicacdo pode ser encontrado em diversos micro-organismos,
muitas vezes associado a bactérias patogénicas e € chamado de Quorum sensing
(RUTHERFORD; BASSLER, 2012; TRENTI et al. 2013).

No terceiro estagio inicia-se a formacdo de micro colbnias, onde o biofilme
comeca a se estruturar para o seu amadurecimento, sua adesédo é forte e estavel.
Com a matriz extracelular ja estabelecida, inicia-se a multiplicacdo celular para o
aumento populacional. Nessa fase a atividade metabdlica é alta apresentando quebra
de enzimas e substratos.

ApOs a maturacdo, o biofilme adquire uma estrutura tridimensional e
heterogénea, semelhante a cogumelos que interfere diretamente em sua viruléncia.
Essa estrutura é envolta por poros e canais de dgua que funcionam como sistema de
entrada e troca de nutrientes, oxigénio e metabdlitos, esta estrutura também serve
como uma barreira contra a penetracéo de antibiéticos.

Na quinta e ultima fase da formacdo do biofilme, em decorréncia da alta
densidade populacional e falta de nutrientes, as células que estavam em estado de
dorméncia sdo expulsas, podendo formar assim um novo biofilme em outros locais.
Esse processo de dispersdo/deslocamento ou desprendimento de porcdes de
biofilme, é conhecido como eroséo, ou, “sloughing off”. As células persistes liberadas,
sdo mais virulentas que as células da comunidade anterior, pois quando se encontram
em estado de dorméncia adquiriram genes de resisténcia, o que torna essas bactérias
menos suscetiveis ao efeito dos antibidticos. (XAVIER, 2002; MENOITA, 2012;
TRENTIN et al. 2013). A Figura 3 representa a formacdo de um biofilme e as fases

associadas a ele.

Figura 3. Fases de formagé&o do biofilme bacteriano
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Fonte: MACEDO & ABRAHAM, 2009.
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3.2.1 Fatores que influenciam a adesé&o e formacao de biofilmes

A adesdo bacteriana € um processo bastante complexo que envolve a interacéo
multifacetada de trés componentes: a bactéria, a superficie (bidtica ou abidtica) e o
microambiente em que eles se encontram. (DAROUICHE, 2001). Destes trés fatores,
as caracteristicas bacterianas sao provavelmente as mais importantes na patogénese
das infec¢des associadas ao dispositivo, enquanto as caracteristicas superficiais do
dispositivo sdo as mais passiveis de modificacdo com o objetivo de prevenir a
infeccdo. A Figura 4 ilustra as diversas variaveis que podem influenciar esse processo

de adesao bacteriana.

Figura 4. Fatores que influenciam a adeséo bacteriana
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Fonte: MACEDO & ABRAHAM, 2009.

A adesao de células microbianas as superficies € um fenbmeno que ocorre
naturalmente em meios aquosos e que depende das propriedades superficiais dos
suportes de adesédo, do microambiente e das células dos microrganismos envolvidos
na adeséo. Dentre essas propriedades, destacam-se: as caracteristicas do meio de
crescimento, como pH, tempo de exposicéo e disponibilidade de nutrientes; fatores
inerentes a morfologia das superficies, como a rugosidade, a carga superficial e
hidrofobicidade (PEREIRA et al. 2000); e propriedades microbiol6gicas das células,

como especie e cepa (CHAVES, 2004).
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3.2.1.1 Fatores fisico-quimicos e termodinamicos

O estudo da adesédo da bactéria a superficie requer o conhecimento das
caracteristicas fisico-quimicas da superficie da bactéria, da superficie de adeséo e da
interac&o entre elas. Como demostrado na Figura 4, a possibilidade de formar ligagbes
especificas entre a bactéria e superficie depende da composicéo quimica dessa e da
composicdo da camada mais externa da célula. (VALCARCE et al. 2002).

A termodindmica das superficies microbianas € um reflexo das caracteristicas
fisico-quimicas das células microbianas e das caracteristicas bioldgicas, e esta
teoricamente fundamentada na termodinamica das superficies de coloides usando a
teoria classica de estabilidade de coloides conhecida como teoria DLVO, desenvolvida
inicialmente por Derjaguin e Landau, em 1941 e complementada por Verwey e
Overbeek, em 1948. (STREVETT; CHEN, 2003).

As propriedades fisicas da maioria das bactérias sdo semelhantes aquelas dos
coloides. Assim, estas podem ser consideradas particulas coloidais vivas por
apresentarem, em geral, forma de bastonetes curtos, carga global negativa,
densidade pouco superior a da agua, aproximadamente 1 um de comprimento e
serem cobertas com biomacromoléculas. (MARSHALL, 1971; UBBINK;
ZAMMARETTI, 2007).

A teoria DLVO afirma que a energia potencial total de interacdo entre dois
corpos é resultante da acdo combinada entre as forcas atrativas de van der Waals e
as forcas de dupla camada elétrica. A intensidade das forcas de van der Waals é
diretamente proporcional ao tamanho das particulas que interagem e inversamente
proporcional a distancia da superficie.

As forcas de dupla-camada elétrica estdo associadas a carga elétrica
superficial e aos movimentos brownianos. A superficie de um sélido eletricamente
carregado em contato com uma solugdo aquosa atrai ions de sinal contrario ao do
meio e simultaneamente repele os de sinais iguais. Em sistemas bioldgicos a carga
superficial € resultante da adsorgcdo de ions ou ionizagdo dos grupos superficiais.
(CHAVES, 2004).

Em geral, as bactérias apresentam carga elétrica negativa em pH neutro. Nas
bactérias Gram-positivas a carga negativa é originaria dos &cidos teicdicos e
lipoteicdicos da parede e dos polipeptidios do glicocalix; nas bactérias Gram-

negativas, esta carga € associada a presenca de lipopolissacarideos e proteinas
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presentes na membrana externa, em associacdo com 0s polimeros do glicocalix.
(WICKEN, 1985).

A teoria DLVO considera apenas as forcas de longo alcance. No entanto,
quando uma particula ou célula microbiana encontra-se muito préxima de uma
superficie (entre 2 nm e 5 nm), forcas de curto alcance passam a regular o processo.
Estas forcas denominadas de ndo-DLVO sao representadas pelas forcas de repulsao
de Born, forcas de hidratacdo, interagBes hidrofobicas e pontes poliméricas. Estas
forcas permitem justificar os desvios da teoria DLVO, contudo estes tipos de
interacbes ndo sdo facilmente quantificaveis com excecéo da interacdo hidrofobica
(ELIMELECH, 1995), que é considerada a forca de curto alcance mais importante para
a adeséo bacteriana. (BUSSCHER et al. 1990; VAN OSS, 1997).

Para considerar os aspectos termodinamicos no processo de adesao, van Oss
et al. (1994), adicionaram a teoria DLVO as influéncias das interacdes de Lifshitz-van
der Waals, de acido base de Lewis, das for¢cas de dupla camada elétrica e movimentos
brownianos. Esta teoria é conhecida como XDLVO ou DLVO Estendida e considera
as forcas de curto alcance, principalmente as interacdes hidrofobicas.

A energia livre global das interagcdes numa superficie é resultante do somatério
das energias livres das interacdes de Lifshitz-van der Waals, interac6es acido-base
de Lewis, forcas eletrostaticas de dupla camada elétrica e interacGes resultantes de
movimentos Brownianos. (MARSHALL, 1992).

Além disso, o contato direto entre a bactéria e a superficie pode ser
estabelecido em nivel molecular por meio de substancias poliméricas extracelulares,
sintetizadas pelas bactérias. Esses compostos ndo estdo sujeitos ao mesmo tipo de
repulsdo que as bactérias, portanto podem facilitar a adesédo entre a bactéria e a
superficie por varias combinacfes de ligacbes quimicas (eletrostaticas, covalente e
de hidrogénio), interacdes dipolo (dipolo-dipolo, dipolo-induzido e ion-dipolo), além de
interacdes hidrofobicas. Como consequéncia disso, a bactéria podera ter diferentes
tipos de adesividade. (MARSHALL, 1992).

3.2.1.2 Hidrofobicidade

Segundo van Oss e Giese (1995), a hidrofobicidade é expressa como energia
hidrofébica de atracdo e estabelece o grau de interacdo entre as moléculas de um

material imerso em agua. A hidrofobicidade é definida em termos de energia livre de
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interacao entre as moléculas das superficies imersas em agua. Quando a energia livre
global de interacdo entre as moléculas imersas em agua € atrativa, as moléculas do
sélido tém maior afinidade entre si do que pela agua. Quando a energia livre global de
interacdo entre as moléculas de um soélido imerso em &agua é suficientemente
repulsiva, a superficie & considerada hidrofilica.

Os microrganismos podem apresentar variacées na hidrofobicidade, em funcao
do crescimento bacteriano e das condi¢des de cultivo. A hidrofobicidade de bactérias
Gram-negativas € aumentada quando a quantidade de agua no meio é reduzida
porque a membrana externa tem grande concentracdo de lipidios e pouco
peptideoglicano. A hidrofobicidade € a propriedade termodinamica mais facilmente
influenciada pela quantidade de 4gua do meio. Ja as bactérias Gram-positivas sao
menos influenciadas pela modificacdo da umidade do meio, em fungdo da grande
concentracdo de peptideoglicano em suas membranas e menor quantidade de
lipideos. (STREVETT; CHEN, 2003).

Dentre os varios métodos usados para determinar a hidrofobicidade, incluem-
se a adesao microbiana a hidrocarbonetos, a cromatografia de interacéo hidrofébica,
a adesdo a superficies hidrofébicas, agregacdo por adicdo de sais, particdo
hidrofébica num sistema aquoso bifasico e a medida do angulo de contato. No entanto,
0 Unico método que permite determinar um valor quantitativo da hidrofobicidade € a
medida do angulo de contato, pois os demais fornecem apenas um valor relativo para

comparacao entre microrganismos ou superficies. (CHAVES, 2004).

3.2.1.3 Aspectos microbioldgicos e estruturas extracelulares

As propriedades da superficie da parede celular bacteriana tém um papel
importante na adesdo, na fase inicial das infeccbes bacterianas e na formacao de
biofilmes. Por serem sistemas vivos, as bactérias podem mudar a composicéo da sua
superficie durante a fase de crescimento ou em funcdo de mudancas de composicao
do meio. (UBBINK & ZAMMARETTI, 2007). Essas mudancgas, consequentemente,
refletem nas suas propriedades fisico-quimicas.

Além disso, caracteristicas bacterianas, como carga superficial, hidrofobicidade
e apéndices celulares podem aumentar a capacidade de adesdo. (BUSSCHER,;
WEERKAMP, 1987).
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A termodinamica da superficie microbiana € uma consequéncia das
caracteristicas fisico-quimicas dessa superficie que é controlada por componentes
macromoleculares, por exemplo, lipopolissacarideos, proteinas e exopolimeros que
variam em quantidade com as condi¢coes de crescimento de estirpe para estirpe.
(STREVETT & CHEN, 2003).

Algumas estruturas extracelulares, conhecidas como apéndices celulares,
podem facilitar a ades@o das bactérias as superficies. Quando a bactéria ndo faz
contato direto com a superficie, a adesdo é mediada por estes apéndices que séo
capazes de sobrepor os efeitos da repulsado eletrostatica. (DENYER et al. 1993). Eles
podem variar em tamanho e rigidez e chegam a ter varias vezes a dimensao da célula.
(BUSSCHER, 1987). Dentre estas estruturas extracelulares destacam-se i) o0s
flagelos, que séo estruturas responsaveis pela motilidade das bactérias e medeiam a
adesao irreversivel que é estabelecida por pontes poliméricas (Figura 5); ii) polimeros
extracelulares, que correspondem as substancias excretadas por muitas bactérias
para o ambiente, sendo sua producdo associada a adesdao irreversivel de bactérias a
superficies de adesdo por pontes poliméricas; e iii) fimbrias que sdo apéndices que
nao estao associados a motilidade das bactérias, no entanto, sdo responsaveis pela
capacidade de adesao das bactérias a outras bactérias, a células animais ou vegetais
ou a particulas solidas. (CHAVES, 2004).

Figura 5. Escherichia coli e seus flagelos

Fonte: Nano creative | Science source | Science Photo Library

3.2.1.4 Rugosidade e microtopografia

A rugosidade é um fator importante na formacao de biofilmes porque a maioria

das superficies em que ocorrem a deposicdo de microrganismos possui
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irregularidades. A rugosidade de uma superficie pode aumentar a retencdo de
microrganismos, pois representam locais de abrigo menos influenciados pelas forcas
do fluido. O efeito da rugosidade da superficie influencia para que ocorra a adeséo da
primeira camada de microrganismos tendo menor influéncia quando uma superficie
de adesao ja tem biofilme formado. (MACHADO, 2005).

O aumento do grau de adesao associado a rugosidade da superficie atribui-se
a protecdo das células no interior das irregularidades da superficie e das forcas de
cisalhamento, o que permite a adeséo irreversivel seja estabelecida mais facilmente,
sendo, por isso, locais preferenciais para a colonizacédo inicial. Além disso, as
irregularidades da superficie contribuem para o aumento na area superficial disponivel
para a adeséo. (QUIRYNEN et al. 1994).

Superficies utilizadas em industrias e que entram em contato com os alimentos
apresentam diferentes microtopografias de superficie, e podem apresentar fissuras,
microfissuras ou fendas com tamanho suficiente para alojar microrganismos,
principalmente bactérias. A ocorréncia destas imperfeicdes origina regides de dificil
acesso que podem reduzir a eficiéncia de procedimentos de higienizacdo e favorece
0 crescimento microbiano e o desenvolvimento de microrganismos. (BOWER et al.
1996).

Nos Estados Unidos existe um padrdo sanitario (US3-A01-07 Associacao
Internacional Higienistas de Leite, Alimentos e Meio Ambiente, 1990) que especifica
que superficies que entram em contato com alimentos precisam ter grau de polimento
n°® 4. Um padrdo alemao especifico para industria de laticinios determina que a
rugosidade da superficie ndo deve exceder valores superiores a 0,8 um de rugosidade
média (Ra). (DIN 11 480, 1992).

Entretanto, pesquisas recentes também demonstram significativa diminui¢éo
da adesdo bacteriana em superficies texturizadas, e atribuem essa reducdo ao
aumento da rugosidade superficial. Existem diversos relatos sobre o papel significativo
de varias irregularidades superficiais, comparaveis ao tamanho da bactéria, em sua
adeséao e funcdes subsequentes. (PUCKETT et al. 2010; IZQUIERDO et al. 2015).

Os esforcos cientificos para elucidar o efeito da topografia na adeséo
bacteriana muitas vezes levaram a conclusdes contraditérias. Algumas das principais
razdes que podem explicar essas divergéncias séo: (i) o fato de que os parametros
de rugosidade da superficie considerados na maioria dos estudos ndo descrevem

caracteristicas topograficas abrangentes das superficies. Informagfes topograficas
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importantes para compreender o fenbmeno sdo perdidas quando a rugosidade é
usada como 0 Unico descritor da topografia; (i) os efeitos topograficos séo
combinados com efeitos de outros fatores fisico-quimicos (como por exemplo, quimica
de superficie); (iii) diferentes mecanismos podem exibir efeito de adeséo ou inibi¢cao
bacteriana em diferentes escalas topograficas. (CHENG et al. 2019).

Conforme elucidado com Cheng e colaboradores (2019), de maneira geral, a
topografia em escala micrométrica, comparavel a das células bacterianas, impacta a
fixac&o via hidrodindmica, ordenacao celular induzida por topografia e aprisionamento
de ar, enquanto a topografia nanométrica impacta a fixacdo por meio da alteracédo de
gradientes quimicos, campos de forca fisico-quimica e deformacdo da membrana

celular (Figura 6).

Figura 6. Mecanismos de topografias nano e micrométricas
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Dentro de cada linha, da esquerda para a direita, sdo ilustrados os cenarios para uma superficie plana,
uma superficie com nanoescala e uma superficie com topografia em microescala. Os efeitos anti-
adeséo das forcas fisico-quimicas (A), deformagdo da membrana celular (B) e gradiente quimico (C),
sdo aumentados por superficies com caracteristicas muito menores do que as células bacterianas,
enquanto os efeitos anti-adesdo da hidrodindmica (D), aprisionamento de ar (E) e ordenacédo e
segregacao de células (F) sdo aumentadas pelas topografias com tamanhos de caracteristicas maiores
ou comparaveis as células bacterianas. Filmes de condicionamento (G) dificultam as tendéncias de
fixacdo, alterando a quimica e a topografia da superficie limpa.

Fonte: Adaptado de CHENG et al. 2019.
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Cabe destacar também que a escala varia para a espécie em estudo
(osteoblastos tém diametro de 10 a 50 um enquanto bactérias tém cerca de 1 um, por
exemplo) e como suas membranas respondem ao estado da superficie do substrato.
As bactérias tém um tamanho menor, membrana mais rigida e forma caracteristica
mais estavel em relacdo as células eucaritticas. (BAGHERIFARD et al. 2015).

Corroborando os estudos recentes que apresentam a rugosidade controlada
como uma aliada no controle bacteriano, existem exemplos presentes na natureza de
topografias com capacidade de reduzir a adesdo bacteriana. Um exemplo classico é
a pele do tubardo (Carcharhinus galapagensis), que possui uma microtextura
responsavel por inibir a colonizacdo bacteriana (Figura 7). Experimentalmente foi
observado que a texturizacdo orientada das escamas reune condicbes de
espacamento que dificulta a aderéncia de determinados micro-organismos a
superficie. (CARMAN, 2006).

Figura 7. Superficie da pele do tubardo (Carcharhinus galapagensis)

Fonte: BECHERT et al. 2000.

Conforme demonstrado por Bagherifard (2015), a alta densidade superficial das
nanoirregularidades tende a limitar o niumero de pontos de ancoragem para as
bactérias, reduzindo a area de superficie em contato com sua membrana. Os mesmos
estudos realizados por Bagherifard (2015) relataram densidade de bactérias Gram-
positivas (S. aureus e S. epidermidis) inversamente proporcional a rugosidade da
superficie apés 1 dia de cultura.

Um importante estudo publicado em 2018 por Chang e colaboradores,

demonstrou que a motilidade da superficie da bactéria Pseudomonas aeruginosa €
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prejudicada por uma topografia hemisférica cristalina com comprimento de onda na
faixa de 2-8 um. A motilidade foi determinada pela analise de imagens de microscopia

de células em meio de crescimento em fluxo mantido a 37°C (Figura 8).

Figura 8. Time-lapse da bactéria percorrendo uma superficie texturizada em 120 min

Fonte: CHANG; WEEKS & DUCKER, 2018.

Os resultados mostram que a topografia da superficie pode atuar como uma
barreira significativa para a motilidade da superficie, dificultando a exploracdo da
superficie pelas bactérias. Uma vez que essa exploracdo da superficie faz parte do
processo pelo qual as bactérias formam colonias e buscam nutrientes, esses
resultados ajudam a elucidar o mecanismo pelo qual a topografia da superficie impede
a formacéao de biofilme.

Outro estudo elaborado por Schumacher e colaboradores (2008) considera o
conceito de gradientes de nanoforcas para explicar este fenémeno. A hipotese baseia-
se na ideia de que gradientes de forca sdo causados por variagbes de geometria,
induzindo gradientes de tensdo nas membranas de células no momento do contato
inicial com a superficie. Nesse caso, de acordo com o estudo, quando a célula entra
em contato com estruturas de diferentes geometrias, ha uma tendéncia de se mover,
buscando aderéncia em outra area.

Na pesquisa conduzida por Spengler e colaboradores (2019), a for¢ca de adeséo
bacteriana de S. aureus em superficies nanoestruturadas foi quantificada por
morfometria de substrato. Nesse estudo, a for¢ca necessaria para destacar a célula
das superficies estruturadas foi medida por AFM-SCFS (espectroscopia de forga de
célula unica). Os principais resultados obtidos pelo estudo estdo apresentados

esquemativamente na Figura 9.
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Figura 9. Medida da adesé&o bacteriana em diferentes superficies
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(a) Esbogo para ilustrar a adesédo de S. aureus mediada por amarragdo macromolecular em diferentes
superficies nanoestruturadas: quanto maiores as estruturas da superficie, menor € o nimero de
macromoléculas que sdo capazes de atingir o substrato. Todas as superficies sdo representadas por
linhas de varredura AFM reais.

(b) Explicacao visual dos dados mostrados na parte c: area de superficie acessivel (linhas azuis) de
um substrato nanoestruturado em comparagdo com a area de superficie de um substrato liso (linhas
verdes) para quatro valores de profundidade exemplares d0-d3.

(c) Profundidade d do topo da superficie e a fragdo correspondente da area de superficie acessivel de
todos os substratos nanoestruturados em comparagéo com a area de superficie do substrato liso.

Fonte: Adaptado de SPENGLER et al. 2019.

As Figuras 9a e 9c mostram que na superficie com rugosidade RMS de 7 nm,
apos cerca de 30 nm do topo, a area de superficie acessivel ja esta em 100% e todas
as macromoléculas da parede celular (com um comprimento médio de amarracéo de
50 nm) responsaveis pela adesdo podem atingir a superficie e, portanto, a forca
adesiva € a mesma que na superficie lisa. Algumas células chegam a apresentar uma
adesdo mais forte do que na superficie lisa, o que pode ser explicado, além de
flutuacdes estatisticas, pelo fato da area total da superficie do substrato
nanoestruturado ser - para distancias do topo superiores a 30 nm - maior do que na
superficie lisa. Assim, as macromoléculas da parede celular com comprimentos de
amarracao de 50 nm podem encontrar ainda mais locais de ligagao, resultando em
uma adesao mais forte. Para as superficies com rugosidade RMS de 24 nm e 35 nm,

as proporcdes das areas de superficie que correspondem a adesao reduzida séo
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acessiveis em uma profundidade de 45-55 nm. Esta profundidade corresponde ao
comprimento de amarracdo do S. aureus (50 nm), apoiando a hipétese de que a razao
para forcas de adesdo reduzidas € causada principalmente pela &rea de superficie
acessivel reduzida.

No estudo conduzido por Costa e colaboradores (2014) a influéncia da
topografia da superficie na adesdo bacteriana foi avaliada usando uma variedade de
padrbes de superficie microtopogréficos espacialmente organizados gerados em
polidimetilsiloxano (PDMS) e trés cepas bacterianas nao relacionadas (Figura 10).

Figura 10. Caracteristicas topograficas dos diferentes padrdes de superficie testados
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Fonte: COSTA et al. 2014.

Os resultados indicaram que as células bacterianas escolhem de maneira
seletiva o local de superficie mais energeticamente favoravel para se estabelecer.
Essa adesao seletiva depende do tamanho e da forma das células em relacédo as
dimensdes das  caracteristicas  topograficas da  superficie e da
hidrofobicidade/hidrofilicidade da superficie. Nesse estudo, foi observado que as
células optaram por locais em que foi possivel estabelecer contato simultdneo com o
piso inferior e a area lateral exposta, tendo sua area de contato com a superficie
maximizada. Verificou-se também que todas as topografias investigadas provocaram
reducdo significativa na adeséo bacteriana (30-45%) em relacdo as amostras de

controle lisas, independentemente da hidrofobicidade/hidrofilicidade da superficie,
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tanto em células Gram-positivas quanto Gram-negativas, com formato esférico ou
bastonete, ditado apenas pela topografia de superficie.

Nos estudos realizados por Yang e colaboradores (2015), superficies
padronizadas semelhantes a favos de mel (honeycomb) em microescala (0,5 a 10 pm)
foram avaliados frente as cepas de E. coli e S. aureus. A andlise quantitativa da
cobertura da superficie bacteriana mostrou que os padrdes de 1 a 10 pum inibiram o
crescimento bacteriano e retardaram a colonizagéo das células de E. coli e S. aureus
em comparacdo com a superficie plana. Os resultados experimentais sugerem que
dois fatores principais contribuem para a natureza antibacteriana das estruturas
avaliadas: a indisponibilidade de locais de adeséo energeticamente favoraveis e os
confinamentos fisicos (Figura 11). Além disso, observou-se que células de E. coli
mostraram uma distribuicdo relativamente aleatdria dentro do poro (Figura 11A),
enguanto as células de S. aureus predominantemente aderiram ao longo das paredes
laterais dos padrBes dentro do poro (Figura 11B). Isso ajuda a indicar que a
maximizagéo da &rea de contato ndo € o Unico motivo que controla a adeséo seletiva

das bactérias.

Figura 11. Adesdo seletiva das células bacterianas nas plataformas honeycomb

E.coli

S.aureus

Fonte: Adaptado de YANG et al. 2015.
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O artigo de reviséo publicado em 2021 por Linklater e colaboradores demonstra
que o desenvolvimento de novas superficies nanoestruturadas antibacterianas
apresenta perspectivas muito promissoras. Fica demonstrado que as interagdes
fisico-mecanicas entre as superficies nanoestruturadas e as bactérias levam a morte
bacteriana ou a inibicao da fixacdo bacteriana e subsequente formacéao de biofilme.

O artigo elucida a acdo mecanobactericida das superficies nanoestruturadas
associadas a uma superficie composta por nanopilares que induzem o estiramento e
a ruptura da membrana bacteriana (Figuras 12Aa, 12Ab e 12Ac). Essa acao pode ser
descrita por um modelo biofisico recente que ilustra a ruptura da célula bacteriana
pela suspenséo continua da membrana da célula bacteriana no substrato nanopadréo,
levando ao alongamento além do limite elastico da membrana. Resumidamente, a
célula bacteriana entra em contato com a superficie e se adsorve as saliéncias da
superficie, esticando a membrana celular. A adsor¢éo continua da membrana leva ao

seu alongamento até que ocorra a ruptura (lise celular).

Figura 12. Acdo mecanobactericida das superficies nanoestruturadas
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A — Alongamento da membrana. B — Diferentes nanopadrées
Fonte: Adaptado de LINKLATER et al. 2021.

Entretanto, ha uma ampla variedade de nanopadrdes que podem induzir a
morte celular bacteriana de acordo com o mecanismo mecanobactericida descrito na
parte A. Os diferentes padrbes podem ser arranjos peridédicos ou randdémicos/
aleatorios (Figura 12Ba) e podem ser caracterizados de acordo com a altura, diametro
da ponta, largura de base e espacamento (Figura 12Bb). A tensdo imposta na
membrana celular bacteriana por um nanopadrao especifico € um resultado direto da

geometria do pilar e da for¢ca de adesao entre a membrana celular e a superficie. Em
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alguns casos, um parametro adicional de superficie pode ser considerado, que € a
flexibilidade do pilar (Figura 12Bc).

Outra importante constatacdo que o artigo apesenta é a de que a influéncia da
rugosidade da superficie na adesdo bacteriana é especifica para as espécies
bacterianas. Por exemplo, S. aureus Gram-positivo pode colonizar superficies
metalicas que exibem rugosidade abaixo de 0,5 nm, enquanto as células bacterianas
de P. aeruginosa sao incapazes de colonizar as chamadas superficies nano-lisas
(rugosidade superficial média abaixo de 1nm) (TROUNG et al. 2015). Por outro lado,
superficies ceramicas nano lisas reduziram a retencédo de S. aureus em 98% (LU et
al. 2020). Portanto, diversas espécies de bactérias podem exibir varios graus de
fixacdo as superficies, dependendo da extensdo da rugosidade da superficie, da
quimica da superficie e das respectivas caracteristicas da superficie celular. Essas
descobertas sugerem que ha uma faixa intermediaria de rugosidade em nanoescala
gue pode ser usada para reduzir a adeséo bacteriana.

A partir dos diversos estudos recentes conduzidos, esta bem estabelecido que
a interacdo de células bacterianas com as superficies dos materiais € muito
influenciada pela topografia de superficie. No entanto, como os impactos da topografia
no nivel de célula individual afetam aglomerados multicelulares e biofilmes esta
apenas comecando a ser compreendido.

Outra questdo que precisa de mais aprofundamento, € a capacidade de
sustentar a eficacia dos padrdes nano e micrométricos por longos periodos, uma vez
que varios fatores ambientais (por exemplo, solo ou acumulo de um filme de
condicionamento) e bioldgicos (por exemplo, producdo de EPS, interacbes célula-
célula) irdo lenta, mas seguramente, mascarar as topografias eficazes e,

eventualmente, modificar suas propriedades superficiais.

3.2.2 Bactérias envolvidas

Biofilmes podem envolver apenas uma ou diferentes espécies microbianas. No
caso de uma infeccdo multiespécie, algumas espécies apenas desempenham o papel
de favorecer a viruléncia e a organizacdo estrutural do biofilme, protegendo e
permitindo a sobrevivéncia das demais espécies envolvidas que participam
ativamente da infeccdo. (BURMOLLE et al. 2010).



42

Os patégenos formadores de biofilmes mais comumente encontrados em
infeccbes humanas dividem-se em bactérias Gram positivas e Gram negativas. Entre
as Gram positivas destacam-se Staphylococcus coagulase negativo e Staphylococcus
aureus. Esse ultimo microrganismo, é capaz de invadir e sobreviver dentro de células
fagociticas e driblar o sistema imunologico do hospedeiro, sendo o principal causador
de infec¢des, associadas a implantes biomédicos, com crescente importancia na
medicina moderna. (UCKAY et al. 2009). Dentre as Gram negativas estao Escherichia
coli e Salmonella, responsaveis por grande parte das infec¢des gastrointestinais; e as
Pseudomonas aeruginosa e Burkholderia cenocepacia, capazes de acarretar e
agravar infeccbes respiratérias em pacientes com fibrose cistica. (NORDMANN;
CORNAGLIA, 2012).

3.2.2.1 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus pertence a familia Staphylococcaceae e possui 47
espécies e 71 subespécies (EUZEBY, 2010; DSMZ, 2012), das quais 18 podem ser
isoladas de amostras biol6gicas humanas. (HOLT, 1994; GILLASPY; IANDOLO,
2009). Conforme mostrado na Figura 13, compreendem cocos dispostos em arranjo
caracteristico em formato de cachos de uva, sdo Gram-positivos, com diametro entre
0,5 e 1,5 um, anaerdbios facultativos, imoveis e ndo formadores de esporos.
(LANCETTE; BENNETT, 2001).

Fonte: MURTEY & RAMASAMY, 2016.

S. aureus séo capazes de crescer sob temperaturas de até 6,7°C. Em geral, o

crescimento ocorre na faixa de 7°C a 47,8°C, e as enterotoxinas séo produzidas entre
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10°C e 46°C. A temperatura 6tima para producéo de enterotoxinas fica entre 40°C e
45°C. As temperaturas minimas e maximas de crescimento e producdo de toxinas
assumem condicbes o6timas diferentes de acordo com outros parametros, como
concentracdo de sais, atividade de agua e pH. Uma caracteristica importante das
enterotoxinas € sua termoestabilidade (100°C/30 minutos), que lhes confere
resisténcia a tratamentos térmicos, como a pasteurizacdo. (JAY, 2005).

Nos Estados Unidos, S. aureus encontra-se entre 0s agentes etiolégicos mais
custosos aos cofres publicos, ao lado de Salmonella spp., Listeria monocytogenes e
Escherichia coli. Os gastos anuais estdo estimados em cerca de 163 milhdes de
délares. (PRODUCE SAFETY PROJECT, 2010).

No Brasil, sabe-se que o patdégeno esta relacionado a 20% dos surtos
alimentares registrados no pais nos ultimos anos (BRASIL, 2013). No estado de S&o
Paulo, de acordo com dados do Centro de Vigilancia Epidemiolégica em Saude, no
periodo compreendido entre 2000 e 2012, ocorreram 99 surtos de doencas
transmitidas por alimentos que apresentaram como agente etioldgico S. aureus,
envolvendo 2.693 pessoas. (SAO PAULO, 2014).

Além da producéo de enterotoxinas, uma caracteristica importante de S. aureus
€ a sua capacidade de formar biofilmes (Figura 14), tanto em superficies biolégicas
guanto inertes.

Figura 14. Formacdao de biofilme por cepas de Staphylococcus aureus
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Fonte: DONLAN, 2002.
Em muitos casos clinicos, a resposta imune do hospedeiro contra infecgcbes
persistentes € ineficaz, podendo levar a um quadro de doenca cronica. (ARCHER et

al. 2011). Além disso, estafilococos em biofilmes demonstram elevada resisténcia a
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antimicrobianos, o que pode comprometer ainda mais o tratamento e seu controle.
(MATHUR et al. 2005).

Além das implicagBes em Saude Publica pela disseminacdo de patdgenos via
alimentos, biofilmes podem reduzir a vida Gtil de equipamentos, causando perdas
econdmicas significativas. Somam-se a isso os problemas decorrentes do aumento
da resisténcia bacteriana a sanificantes, o que agrava o problema de sua ocorréncia.
(OLIVEIRA; BRUGNERA; PICCOLI, 2013).

No caso de S. aureus, a carga elétrica dos acidos teicdicos presentes na
superficie exerce um importante papel nas etapas iniciais da formacéo de biofilme,
especificamente no momento da adesédo da bactéria a superficie. Alteracdes induzidas
na carga elétrica negativa da parede celular revelaram um aumento das forgas de
repulsdo entre a bactéria e a superficie, impedindo a aderéncia bacteriana a
superficies como vidro ou poliestireno. Dessa maneira, a constituicdo dos acidos
teicéicos em S. aureus exerce um papel fundamental na expressdo de um fenétipo
positivo para a producéo de biofilmes. (GROSS et al. 2001; FITZPATRICK et al. 2005).

3.2.2.2 Escherichia coli

A Escherichia coli é um micro-organismo pertencente a familia
Enterobacteriaceae, presente no trato gastrintestinal dos animais e dos seres
humanos, fazendo parte da macrobiota intestinal. (NATARO & KAPER, 1998). Em
pacientes imunossuprimidos ou quando as barreiras gastrointestinais sao violadas,
essas bactérias podem causar doencas infecciosas como a gastroenterite, podendo
ocorrer disseminacdo e colonizagcdo em outros nichos, incluindo sangue, sistema
nervoso central e trato urinario, resultando em doencas graves. (MIRANDA et al. 2008;
YAGUCHI et al. 2007).

S&o bastonetes Gram-negativos (Figura 15), ndo esporulados, anaerobios
facultativos, crescem bem em meio de cultura sintético contendo nutrientes simples e
fermentam acgucares. No entanto, algumas linhagens desse micro-organismo podem
ser patogénicas e causar doencas. A adesao da bactéria a célula do hospedeiro é um
pré-requisito para a colonizacao e infeccéo. (WILES; KULESUS; MULVEY, 2008).
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Figura 15. Escherichia coli

Fonte: Nano creative | Science source | Science Photo Library

7

Atualmente, E. coli € considerado o exemplo mais significativo de bactéria
Gram-negativa relacionada com diversas doencas devido aos seus mecanismos de
patogenicidade que séo determinados pela habilidade de colonizacéo do hospedeiro,
potencial de penetracdo em superficies mucosas, invasdo e multiplicacao nos tecidos
além da capacidade de inibir os mecanismos de defesa locais ou sistémicos do
hospedeiro e formacéo de biofilmes (Figura 16). (NAVEEN; MATHAI, 2005). E. coli &
a segunda fonte mais comum de infec¢do cujos pacientes requerem hospitalizacéo
(17,3%), ficando atras somente de S. aureus (18,8%). (MELLATA et al. 2003).

Figura 16. Formacao de biofilme por cepas de Escherichia coli

2
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Fonte: TOUSSAINT; GHICO; SALMOND, 2003.
O aparecimento de cepas de E. coli multirresistentes tem emergido

rapidamente devido a sua grande distribuicAo ambiental e propensédo a abrigar
elementos genéticos méveis, em especial os plasmideos. (SHERLEY; GORDON;
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COLLIGNON, 2004). Essa resisténcia tem ocorrido, principalmente, em relacdo a
novos compostos como fluoroquinolonas e certas cefalosporinas. A maioria dessas
estirpes resistentes € adquirida em areas hospitalares. (COLLIGNON, 2009).

O desenvolvimento de novos antibidticos deve ser continuado, entretanto, a
experiéncia das décadas passadas tem mostrado que novos antibiéticos podem ser
efetivos somente por um periodo de tempo restrito, ou seja, a resisténcia microbiana
sera desenvolvida cedo ou tarde para cada nova droga. Isso torna dificil o controle e
tratamento das infec¢des e realca a necessidade de estratégias eficazes para o seu
controle e prevencao. (COLLIGNON, 2009).
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4 METODOLOGIA

“Uma teoria ndo é o conhecimento; ela permite o conhecimento. Uma teoria

nao € a chegada, € a possibilidade de uma partida. Uma teoria ndo é uma solucéo; é
a possibilidade de tratar um problema. Em outras palavras, uma teoria so realiza seu
papel cognitivo, sé ganha vida com o pleno emprego da atividade mental do sujeito.
E essa intervenc&o do sujeito que da ao termo ‘método’ seu papel indispensavel. ”

(Edgar Morin)

Este trabalho foi composto de etapas praticas e uma constante revisdo
bibliografica em artigos cientificos, sites especializados, livros, dissertacdes e teses.

As etapas da parte pratica estdo apresentadas na Figura 17 e detalhadas a seguir.

Figura 17. Fluxograma da metodologia
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Fonte: Elaborada pela autora, 2021.
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4.1 Confeccédo da cabine de shot peening

Para que os testes fossem viabilizados, uma cabine de shot peening foi
projetada, conforme apresentado na Figura 18. Foram consideradas esperas para
uma pistola de 2" em cinco diferentes angulos (30°, 45°, 60°, 75° e 90°). Para que a
distancia fosse mantida constantemente em 24cm, independentemente do angulo de
jateamento aplicado, foram considerados diferentes niveis para encaixe e ajuste da
base. A base foi prevista de modo a conter um porta amostra com ima de fixacdo e

motor, para promover a rotacao das amostras durante o shot peening.

Figura 18. Projeto da cabine de shot peening
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

4.2 Substrato

Foram utilizadas amostras de acgo inoxidavel AISI 430 polido, com dimensdes
de 25 mm x 25 mm x 1 mm para avaliar a influéncia da texturizagdo superficial na
adeséo e proliferacdo de células Gram-negativas e Gram-positivas apos 24 horas de
contato. Os substratos preparados estao apresentados nas Figuras 19a e 19b.
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Figura 19. Substratos polidos
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Fonte: Registrado pela autora, 2021.

4.3 Shot peening

O processo de shot peening foi realizado nas dependéncias da Carpintaria
Estancia Ltda, com aplicacédo dos parametros descritos na Tabela 1. Os ensaios foram
realizados em dois diferentes momentos e condicdes.

Para obtengéo das amostras na Condic¢ao 1, foram fixados o tipo de granalha,
0s parametros pressao em 100 psi, distancia em 240 mm e tempo em 40s. O tempo
de exposicao foi definido como o minimo necessario para uma total cobertura do
substrato ao tratamento. O tipo de granalha escolhido foi a granalha esférica de aco
com granulometria de 300pum a 500 um do tipo S-110.

O parametro angulo de jateamento foi variado, uma vez que ele interfere na
intensidade do tratamento e na morfologia da rugosidade gerada na superficie. Foram
testados os angulos de 30°, 45°, 60° e 90°.

Depois da realizacdo de testes iniciais e analise por microscopia 6ptica, na
Condicéo 2 o parametro tempo foi variado de 25s a 120s, conforme necessidade para
obtencdo de boa cobertura em cada um dos angulos aplicados. O tempo minimo
necessario para cobertura total do substrato foi monitorado com uso de um
microscoépio digital. Nas duas condi¢cdes o angulo de jateamento foi variado e sua
influéncia foi avaliada. Na condicdo 2 as amostras ndo foram submetidas a rotacgao.
Apenas uma das amostras (30°) foi testada em ambas as condi¢gfes para verificar se

alguma alteracao significativa seria observada.
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Tabela 1. Parametros de shot peening aplicados para texturizacéo das superficies

Parametro Condicao 1 Condicao 2

Angulos de jateamento 30°, 45°, 60° e 90° 30°, 45°, 60° e 90°

Presséo do ar comprimido 100 psi 100 psi

Distancia de aplicagéo 24 cm 24 cm

Tempo 40s 25s a 120s

Rotacao (rpm) 46 Oe46

Granalha esférica de aco S-110 (= 300pm a 500 pm) S-110 (= 300 pm a 500 pum)

Fonte: Elaborada pela autora, 2021.

Ao todo, considerando as diferentes variagOes aplicadas, foram obtidas nove
condi¢cbes operacionais de ensaio, conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Combinacdes dos valores de cada variavel na realizacdo do shot peening

Variaveis Ensaio

[ Il 1 v Vv VI VIl VI IX
Angulos de
) 30° 30° 30° 45° 45° 60° 60° 90° 90°
jateamento
Tempo (s) 40 80 80 40 100 40 120 40 25
Rotagéo

46 46 0 46 0 46 0 46 0

(rpm)

Fonte: Elaborada pela autora, 2021.

4.4 Caracterizacdo das amostras

Para a caracterizacdo das amostras foram consideradas as seguintes analises:
e Cobertura da superficie por microscopia 6ptica;
¢ Rugosidade superficial 2D por perfildmetro de contato;
¢ Rugosidade superficial 3D por perfilbmetro 6ptico; e
e Adeséo e proliferacdo bacteriana por contagem de UFC/mL ap0s exposicao
das amostras a 24 horas de contato com cepas de E. coli e S. aureus.

4.4.1 Microscopia 6ptica

A avaliacdo da cobertura das amostras na Condicdo 1 foi realizada por
microscopia Optica, a partir do microscépio 6tico Olympus BX51 conectado a um

computador para captura de imagens, disponivel no Laboratorio de Processos
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Eletroquimicos de Corrosdo da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(Eletrocorr/UFRGS).

Para a Condigédo 2, em que a cobertura foi monitorada ao mesmo tempo em
que as amostras eram obtidas, foi utilizado um microscopio digital HAIZ X4, HZ 1600X,

acoplado ao computador, nas dependéncias da Carpintaria Estancia.

4.4.2 Rugosidade 2D

A rugosidade 2D das amostras obtidas na Condigao 1 foi mensurada utilizando
um perfilbmetro de contato — Rugosimetro Mitutoyo SJ 401, disponivel no Laboratério
de Pesquisa em Corrosdo da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(LAPEC/UFRGS). Cada amostra teve os valores de rugosidade mensurados trés
vezes em pontos aleatdrios, longitudinal e transversalmente.

O método para avaliar a rugosidade superficial tomou como base a norma
ABNT NBR ISO 4287:2002 que se refere a medicdo da rugosidade média “Ra” e
rugosidade de profundidade média “R;". Além das medidas, foram obtidos os perfis
superficiais de rugosidade utilizando o mesmo equipamento.

Além disso, também foram obtidas medidas e imagens da rugosidade 2D por
perfilometria Optica, para as amostras obtidas nas Condicdes 1 e 2, utilizando-se um
perfildbmetro da marca Bruker, modelo ContourGT, disponivel no Laboratério
Multiusuario de Analises de Superficies da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(LAMAS/UFRGS).

4.4.2.1 Perfildmetro de Contato — Rugosimetro

Quando estudada em uma escala suficientemente pequena, todas as
superficies dos sélidos séo irregulares, até mesmo uma superficie extremamente
polida de um componente de engenharia. Diversos métodos podem ser usados para
analisar a topografia de um solido, alguns envolvem a anélise da superficie por meio
de microscopia eletrbnica ou outro método Optico, enquanto outras empregam o
contato de uma ponta fina. (HUTCHINGS, 1992).

Um dos métodos mais usados para avaliar a topografia de uma superficie é por
meio de um perfildmetro de contato. Uma ponteira € deslizada ao longo da superficie

examinada. A medida que a ponteira desliza, o seu deslocamento vertical é registrado
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e posteriormente convertido em um grafico. Na Figura 20 esta apresentado um
perfildmetro de contato comumente encontrado para medir rugosidade, conhecido

como rugosimetro.

Figura 20. Rugosimetro Mitutoyo SJ 401

e

Fonte: Color Track, 2020.

Diversas técnicas e parametros foram desenvolvidos para caracterizar a
topografia de superficies. As mais conhecidas contemplam parametros estatisticos
para quantificar um valor de rugosidade. Na maioria das aplicacdes de engenharia, 0
parametro mais utilizado é o da rugosidade média, Ra. O Rarepresenta a média dos
picos e vales a partir de uma linha média para um dado comprimento analisado. O
efeito de um Unico pico € minimizado no valor final de Ra. Logo, devido a média
aplicada no calculo, uma desvantagem desse parametro € que superficies
completamente diferentes podem resultar em valores de Raidénticos. Além do Ra,
também sdo utilizados os parametros de raiz quadrada da rugosidade média Rq, 0
valor médio da maxima altura entre pico e vale Rt, a média de dez pontos Rg,

representados na Figura 21.
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Figura 21. Parametros bidimensionais de rugosidade
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Fonte: STACHOWIAK, 2013.

4.4.3 Rugosidade 3D

As imagens de rugosidade 3D foram obtidas por perfilometria Optica. Foram
realizadas utilizando-se um perfildmetro da marca Bruker, modelo ContourGT,
disponivel no Laboratério Multiusuario de Analises de Superficies da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (LAMAS/UFRGS). Uma vez que o equipamento limita a
avaliacdo a uma area de aproximadamente 1mm?, trés regibes distintas foram

avaliadas, de modo a obter uma amostragem representativa.
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4.4.3.1 Perfildmetro 6ptico

O funcionamento do perfildmetro Optico é baseado em dois feixes de luz,
refletidos da superficie examinada e de um plano perfeito de referéncia, os quais criam
franjas que séo registradas por fotodiodos conectados a um microprocessador.
Pequenos desvios da superficie perfeita de referéncia causam mudancas no padréo
das franjas, que por sua vez alteram a distribuicdo de alturas da superficie examinada
as quais séo registradas pelo processador. (HUTCHINGS, 1992). A Figura 22
apresenta um perfildmetro Optico utilizado para analisar a topografia de uma superficie

em trés dimensoes.

Figura 22. Perfildmetro éptico

Fonte: Alta Tec en Lab, 2016.
Em relacdo ao perfildometro de contato, o perfilometro éptico apresenta as

seguintes vantagens: i) Capacidade de examinar superficies muito sensiveis sem
danifica-las; ii) Possibilidade de extrair parametros bidimensionais em qualquer secao
da area analisada; iii) Capacidade de analisar a topografia de uma area desgastada,
iv) Capacidade de analisar regides que a ponteira do perfilbmetro de contato nao
consegue tocar devido a sua dimenséo fisica.

Em contrapartida, a técnica mais antiga ainda é a mais utilizada em ambientes
industriais por apresentar as seguintes vantagens: i) Custo mais acessivel; ii)
Praticidade e facilidade de movimentacao para realizar medicées em campo; iii) A

maioria das normas para quantificar acabamento superficial referem-se a parametros
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bidimensionais; iv) O método ndo é sensivel a refletancia ou coloracédo da superficie
examinada. (DELEANU, 2012).

Os parametros tridimensionais mais utilizados sao Sa, Sq, Ssk, Sku, Sp, Sv e Sx.
Os parametros a serem analisados dependem da aplicacdo a qual a superficie
analisada é submetida.

Os parametros Sa e Sq sdo, respectivamente, a rugosidade meédia e a raiz
quadrada da rugosidade média de uma determinada &area analisada. Esses
parametros tridimensionais sédo analogos aos parametros bidimensionais Ra € Rq.

Os valores de Sa e Sq serdo idénticos aos valores de Ra € Rq quando uma
mesma superficie de textura periddica é analisada, como em um caso de uma
superficie intacta apds um processo de usinagem, por exemplo. No entanto, quando
essa superficie é submetida ao desgaste, os valores dos parametros tridimensionais
e bidimensionais diferem substancialmente. A Figura 23 ilustra a relacdo entre os

parametros Sa e Sq com 0s parametros Ra e Rq para duas condi¢des de superficie.

Figura 23. Superficie com textura periddica (a) e superficie com textura aleatéria (b)

Sentido da medigao

(a) Superficie periddica: Sa = Ra e Sq =Rq

(b) Superficie aleatoria: Sa # Ra e Sq # Rq
Fonte: Adaptado de MICHIGAN METROLOGY, LLC, 2014.
A tecnologia utilizada para determinar os parametros tridimensionais de
rugosidade deriva de métodos épticos e sem contato mecanico.
A Tabela 3 resume os parametros tridimensionais de amplitude mais utilizados

para analisar a rugosidade de uma superficie.
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Tabela 3. Parametros tridimensionais de rugosidade

Rugosidade média (Sa)

Sa = %'[j ‘Z(x,y) dxdy

Parametro incapaz de diferenciar
entre pico e vale. Superficies
completamente distintas podem
apresentar o mesmo valor de Sa.
No caso de superficies que
apresentam uma textura com
padrao periédico, o emprego do Sa
€ recomendavel.

Similar ao Sa. As aplicagbes mais
comuns para o Sq envolvem algum
tipo de superficie optica.

Assimetria (Ssk)

\ 1 1 .
Ssk = H(xyldxdy
sh Sq‘{ 1 '[J-/ t\}id\d_\}

Avalia o grau de simetria das
alturas de uma superficie sobre um
plano médio. O sinal de Sskindica
predominancia de picos (Ssk>0) ou
vales (Ssk<0) da superficie.

Curtose (Sku)

R NS N T
Sl\u:SqI[ n U/ {x,}.]dmd)]

Avalia a curtose de uma superficie,
ou seja, a presenca (Sk>3,0) ou
auséncia (Sku<3,0) de picos ou
vales extremos de maneira
desordenada na superficie.

Méxima altura de pico (Sp)

Sp =max (Z(x,y})

Quantifica a altura do pico mais
alto. Geralmente é especificado em
superficies utilizadas em contato
mecanico com deslizamento.

Sv= |rnin (Z(x,y]) |

Quantifica a profundidade do vale
mais profundo. E utilizado quando
a profundidade do vale é
importante para retencéo de fluido.

Sz=Sp+Sv

Representa a diferenca entre o
pico mais alto e o vale mais
profundo. Aplicacgbes tipicas de S:
incluem retentores e superficies
apos tratamento superficial.

Adaptado de OLYMPUS, 2016.
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4.4.4 Adeséo e proliferacdo bacteriana

As atividades referentes a adeséo e proliferacao bacteriana foram conduzidas
no Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(CBiot/UFRGS).

4.4.4.1 Suspensao do microrganismo

Cepas de Escherichia coli (ATCC 8739) e Staphylococcus aureus (ATCC 9801)
foram inoculadas em caldo Luria Bertani (LB) e cultivados a 37°C/24h, em agitador
orbital (Tecnal TE-400) a 150 rpm. As bactérias foram quantificadas a 600 nm em
espectrofotometro (NanoDrop 2000C) e diluidas a 0,5 na escala MacFarland. Apés

isso, foram diluidas para concentracédo de 10° UFC/mL em 25 mL de caldo LB.

4.4.4.2 Adeséo e proliferacdo bacteriana nos substratos de aco inoxidavel

Antes de cada analise, os substratos foram limpos com detergente e
enxaguados com agua destilada. Apds isso, as amostras foram esterilizadas por
exposicao a luz ultravioleta por 15 min de cada lado em fluxo laminar (Pachane 400).

As amostras foram imersas em placas de Petri estéreis contendo a suspensao
de células vegetativas de forma a obter uma contagem aproximada de 10% UFC/mL,
e foram incubadas a 37°C/24 h em estufa bacteriolégica (DelLeo), conforme
demonstrado na Figura 24. As contagens de quantidade de células aderidas por cm?

foram realizadas ap6s as 24 horas de contato.

Figura 24. Metodologia para teste de adeséao e proliferacéo bacteriana

—
Esterilizagdo

Ativacdo Diluiggo Incubacéo
(37°C/24h)

Fonte: Elaborada pela autora, 2021.
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4.4.4.3 Determinacdo do numero de células planctonicas e sésseis

ApoOs o término da incubacédo, as amostras foram retiradas do caldo nutriente
com auxilio de pinca esterilizada e imersas em agua peptonada 0,1%, por 1 min, para
a remocdo das células planctonicas. Depois foram imersas em frascos contendo 10
mL da mesma solucéo diluente e submetidos ao vortex (Genie 2), durante 1 minuto
para remocao de células sésseis/aderidas.

As solucdes de lavagem contendo as células planctonicas e sésseis foram
diluidas seriadamente em agua peptonada e plaqueadas pelo método de drop plate
em placas de agar LB. As placas foram incubadas a 37°C/24h em estufa
bacterioléogica. A metodologia simplificada para determinacdo das células
planctbnicas e sésseis estd apresentada na Figura 25. As células viaveis foram
calculadas de acordo com as Unidades Formadoras de Colonia por mL (UFC/mL). A
significancia estatistica do modelo foi verificada pelo teste de F e analise de variancia

(ANOVA) e poés-teste de Dunnet, com confianca de 95%.

Figura 25. Metodologia para determinacdo das células planctbnicas e sésseis

)

Contagem Contagem
Lavagem 1 células plancténicas Lavagem 2 células sésseis

Fonte: Elaborada pela autora, 2021.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

“Manter a mente aberta é uma exigéncia essencial do pensamento critico.

Com frequéncia, falo de abertura radical, porque ficou nitido para mim, depois de
anos em espac¢os académicos, que é facil demais se apegar ao proprio ponto de
vista e protege-lo, descartando outras perspectivas. Um compromisso radical com a
abertura mantém a integridade do processo do pensamento critico e seu papel
essencial na educacao. Esse compromisso exige muita coragem e imaginagéo. ”

(bell hooks)

5.1 Confeccéo da cabine de shot peening

A cabine de shot peening foi construida majoritariamente em madeira nas
dependéncias da Carpintaria Estancia Ltda, conforme previamente projetada. Foram
contempladas as esperas para pistola de ¥42” em cinco diferentes angulos (30°, 45°,
60°, 75° e 90°), com os diferentes niveis para encaixe e ajuste da base, mantendo a
mesma distancia de jateamento para todos os angulos. A porta da cabine foi
construida com vidro temperado, de modo a facilitar a visualizacdo da aplicacdo do
shot peening nos substratos. Na base, foi incluido o motor acoplado a um porta
amostra com ima de fixacdo, para promover a rotacao das amostras. Nas Figuras 26a

e 26b estdo apresentados registros da cabine confeccionada.

Figura 26. Confeccao da cabine de shot peening

a) Cabine com visor e espera para pistola em 30°, 45°, 60°, 75° e 90°.
b) Base com motor giratorio e diferentes niveis de altura ajustaveis.

Fonte: Registrado pela autora, 2021.
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Nas Figuras 27a e 27b esta demonstrado o funcionamento da cabine de shot

peening com o substrato e a pistola posicionados.

Figura 27. Procedimento de shot peening — Angulo de 30°

Fonte: Registrado pela autora, 2021.
5.2 Texturizagao por Shot peening

Para realizacdo dos processos de shot peening, na Condicéo 1, o parametro
tempo foi fixado em 40s. Essa definicdo de tempo necessario para cobertura se deu
a olho nu, pela limitacdo da auséncia de microscopio Optico nas dependéncias da
Carpintaria Estancia. Nas Figuras 28a e 28b estdo apresentadas as amostras antes e
depois do processo de shot peening. E possivel observar a olho nu nitida alteragéo

na rugosidade e aparente homogeneidade nas amostras.

Fonte: Registrado pela autora, 2021.
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Na Figura 29 podem ser visualizados os substratos antes e depois shot peening
por 40s a 30° e 90°. A olho nu percebe-se diferenca na intensidade dos tratamentos

e um leve empenamento na amostra obtida a 90°.

Figura 29. Controle e substratos ap6s o shot peening por 40s a 30° e 90°

- 30M0s 90°l40s

Fonte: Registrado pela autora, 2021.

ApOGs a realizagdo dos testes de rugosidade e microscopia Otica com as
amostras obtidas na Condicéo 1, identificou-se a necessidade de uma nova etapa de
testes (Condicao 2), uma vez que a cobertura de tratamento ndo foi suficiente para
atingir 100% para todos os angulos testados com o tempo fixado em 40s.

A partir disso, um novo critério passou a definir o tempo de tratamento para
cada angulo de processo: a cobertura total dos substratos. Essa cobertura foi avaliada
com uso do microscépio digital portatii e os tempos de processo obtidos estédo

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Tempo de processo necessario para 100% de cobertura

Angulo de processo Tempo (s)
30° 80
45° 100
60° 120
90° 25

Fonte: Elaborada pela autora, 2021.

5.3 Andlise da topografia/textura por microscopia 6ptica

ApoOs a obtencdo das amostras na Condicao 1, por 40s, os substratos foram
avaliados com microscopio 6tico (Figura 30). A partir dessa analise visual, foi
evidenciado que o tempo nado poderia ser fixado, uma vez que o percentual de

cobertura sofre grande influéncia do angulo de jateamento.



62

As imagens obtidas por microscopia Optica demonstram que (i) para o angulo
de 45°, o tempo de processo de 40s foi insuficiente, mantendo majoritariamente
caracteristicas do substrato; (i) para o angulo de 90° observa-se que o0 tempo de
exposicdo de 40s foi excessivo; e (iii) para as amostras obtidas a 30° e 60° o

percentual de cobertura foi similar, com cobertura um pouco maior em 30°.

Figura 30. Microscopia Optica da superficie apos shot peening

30° | 40s

45° | 40s

60° | 40s

90° | 40s

30° | 80s

5
& SR,

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.
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A imagem da amostra obtida a um angulo de 30° por 80s demonstra a superficie

com uma cobertura préxima de 100%.

5.4 Medicéo da rugosidade 2D

As amostras obtidas na Condicao 1, com tempo fixado em 40s, também foram
submetidas a medicao da rugosidade e obtencao dos perfis. A Tabela 5 apresenta os
valores de Ra e Rz médios obtidos para cada condicdo. Cada amostra teve os valores
de rugosidade mensurados trés vezes em pontos aleatorios.

Ao avaliar os dados, observa-se boa homogeneidade de cobertura pelos baixos

valores de desvio padrao.

Tabela 5. Rugosidades médias Ra e Rz das amostras e seu acréscimo percentual

Acréscimo Acréscimo

Amostra  Angulo Tempo Ra médio R; médio Ra médio Rz médio
(s) (um) (um) (%) (%)

Controle - - 0,1 +0,02 0,70 £ 0,22 - -

30° | 40s 30° 40 1,2+0,17 8,67 = 0,37 1376 1238

45° | 40s 45° 40 0,2+0,04 1,83+0,25 196 262

60° | 40s 60° 40 1,4 +0,08 10,67 £ 1,11 1652 1524

90° | 40s 90° 40 2,9+0,16 17,47 + 1,25 3476 2495

Fonte: Elaborada pela autora, 2021.

Para facilitar a andlise da modificacdo superficial, foram comparados o0s
acréscimos percentuais nos valores de rugosidade das amostras, em relacdo ao
controle.

Os perfis de rugosidade (apresentados na Figura 31) corroboram os dados
apresentados na Tabela 5, e as imagens obtidas por microscopia éptica. Confirma-se
a insuficiéncia do jateamento por 40s na amostra obtida a 45°, e a expressiva

rugosidade da amostra obtida a 90°.
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Figura 31. Perfis de rugosidade das amostras antes do shot peening (Controle) e

apos o shot peening por 40s a 30°, 45°, 60° e 90°
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Fonte: Obtido pela autora, 2021.
ApOs a realizacéo dos novos testes de shot peening, na Condicéo 2 (variando
o tempo de jateamento e mantendo as amostras estaticas), as amostras foram
submetidas a novas analises de rugosidade, com uso do perfildmetro éptico.
Os valores de rugosidade Ra, Rgq, Rp € Rv medidos estdo apresentados na

Tabela 6. Os valores incluem o desvio padrao calculado para cada amostra.
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Tabela 6. Parametros de superficie de rugosidades médias

Amostra Ra (Um) Rq (um) Rp (um) Ry (Um)
I 12 + 0,04 1,751 + 0,065 18,080 + 3,069 -20,250 + 6,280
Il 1,2 + 0,06 2,459 + 0,094 19,679 + 2,878 -24,478 + 1,079
1] 16 + 0,03 2,210 + 0,045 14,399 + 1,622 -26,229 + 2612
v 1,3 + 0,12 1,991 + 0,124 30,168 + 18,069 | -23,164 * 8,143
Y, 19 + 0,05 2,587 + 0,118 19,842 + 5,452 -24,617 * 4,247
VI 15 = 0,02 2,154 + 0,040 21,509 + 4,829 -22,191 + 2384
Vil 1,7 £ 0,08 2,251 = 0,062 13,777 + 1,585 -25,617 + 8,594
VI 35 = 0,32 4509 + 0,428 21,768 + 1,609 -35,003 + 6,239
IX 24 * 0,07 3,087 + 0,114 18,061 + 1,670 -36,817 + 5,218
Controle 02 *= 0,01 0,332 + 0,020 2,523 + 0,079 -5691 + 0,911

Fonte: Elaborada pela autora, 2021.

Estudos anteriormente realizados relacionando valores de Ra com a adesao

inicial de Candida albicans, sugerem que valores de Ra abaixo de 0,2 um néo afetam

a adesdao bacteriana (BOLLEN et al. 1997), e valores acima de 0,2 um apresentam

influéncia na adeséo. (QUIRYNEN et al. 1990). Observa-se que a amostra controle

(polida) apresentou Ra neste limite de 0,2 um. Todas as amostras obtidas nas nove

diferentes condicGes operacionais testadas apresentaram valores maiores.

Além das medidas de Ra, Rq, Rp € Ry, também foram obtidos os perfis de

rugosidade por perfilometria Optica para as nove amostras e o controle polido. Cada

amostra teve os valores de rugosidade mensurados trés vezes em pontos aleatorios

longitudinal e transversalmente (Figuras 32 a 41).
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Figura 32. Perfil de rugosidade 2D — Ensaio |: 30° por 40s, 46 rpm

X Profile: AX=1.2575 mm; AZ=1.6544 pm Y Profile: AX=0.9426 mm; AZ=2.2635 ym
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Figura 33. Perfil de rugosidade 2D — Ensaio II: 30° por 80s, 46 rpm

X Profile: AX=1.2575 mm; AZ=4.2529 ym Y Profile: AX=0.9426 mm; AZ=1.2687 pm
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Figura 34. Perfil de rugosidade 2D — Ensaio IlI: 30° por 80s, O rpm

X Prefile: AX=1.2575 mm; AZ= - pm

Y Profile: AX=0.9426 mm; AZ=-1.5041 pm
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Figura 35. Perfil de rugosidade 2D — Ensaio IV: 45° por 40s, 46 rpm
X Profile: AX=1.2575 mm; AZ=1.3218 ym Y Profile: AX=0.9426 mm; AZ=-2.7502 pm
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Figura 36. Perfil de rugosidade 2D — Ensaio V: 45° por 100s, O rpm
X Profile: AX=1.2575 mm; AZ=1.4548 pm Y Profile: AX=0.9426 mm; AZ=-2.3234 ym
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Figura 37. Perfil de rugosidade 2D — Ensaio VI: 60° por 40s, 46 rpm
X Profile: AX=1.2575 mm; AZ=-2.4892 ym Y Profile: AX=0.9426 mm; AZ=3.9169 pm
M M
R R
10 10
I3 A Il |
£ la g L Ao Al ol g ° ""”Mvw_uumw = \;t"vM\J'”M'{l =
: Bz Ay AT b . ! l\f
7ED.U 0.2 0.4 08 08 1.0 1213 0.0 0.2 0.4 06 08 0.9
Figura 38. Perfil de rugosidade 2D — Ensaio VII: 60° por 120s, O rpm
X Profile: AX=1.2575 mm; AZ=- ym Y Profile: AX=0.9426 mm; AZ=- pm
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Figura 39. Perfil de rugosidade 2D — Ensaio VIII: 90° por 40s, 46 rpm

X Profile: AX=1.2575 mm; AZ=1.3649 ym Y Profile: AX=0.9426 mm; AZ=-2.6904 um
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Figura 40. Perfil de rugosidade 2D — Ensaio 1X: 90° por 25s, 0 rpm

X Profile: AX=1.2575 mm; AZ= - pm Y Profile: AX=0 9426 mm; A7=3 9117 pm
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Figura 41. Perfil de rugosidade 2D — Controle: AISI 430 polido

X Profile: AX=1.2575 mm; AZ=-0.0976 pm Y Profile: AX=0.9426 mm; AZ=-1.7147 pm
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A rugosidade superficial média (Ra) e a rugosidade superficial quadrada média
(Rq) sdo os parametros mais frequentemente usados para caracterizar a topografia da
superficie, e varios esforcos foram feitos para estudar a correlacdo entre a adesao
bacteriana e esses dois parametros. (CRAWFORD et al. 2012). Entretanto, ao avaliar
os valores Ra medidos, juntamente com os perfis de rugosidade 2D, fica evidente a
limitacdo da utilizacdo de apenas esse como parametro descritivo da rugosidade. No
caso das amostras | e Il, obtidas a 30° com 40s e 80s, respectivamente, os valores de
Ra séo idénticos, embora a topografia das superficies apresente caracteristicas muito
distintas. Conforme demostrado na Figura 42, superficies com estruturas de superficie
completamente diferentes podem ter valores de Ra e Rq semelhantes, uma vez que
essas medidas ndo fornecem informacgdes sobre a distribuicdo espacial ou sobre a

morfologia da superficie.
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Figura 42. Superficies distintas com valores idénticos de Ra
S nm— Ra=3.16 nm
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1q00 nm

WVVVVTVY

Fonte: CRAWFORD et al. 2012.

Outra informacdo que pode ser obtida através da analise dos perfis de
rugosidade 2D é a ocorréncia do fenbmeno de ploughing, em que ha formacéo de
bordas elevadas em torno de cada endentagéo provocada pelo choque das esferas.

De maneira geral, excetuando-se os valores obtidos para o angulo de 45°,
observa-se correlacdo entre o aumento da rugosidade e o aumento do angulo de
incidéncia das esferas. Conforme relatado por Rego (2011), isso se d4 em funcéo da
componente vertical da forca, que fica maior a medida em que se aproxima de 90°
(componente maxima). O acréscimo mais expressivo observado nas amostras
submetidas ao jateamento a 90°, além da componente vertical de for¢ca, também é
justificado pelo ricocheteamento das esferas, que colidem com as esferas incidentes

e aumentam a frequéncia de choques.

5.3 Medicado da rugosidade 3D

A partir das andlises realizadas no perfilbmetro éptico, foram obtidas medidas
dos parametros de perfil de rugosidade e as imagens da rugosidade 3D. Os valores
médios obtidos para Sa, Sq, Sp, Sv € Sz, bem como o desvio padrdo, estdo

apresentados na Tabela 7. A Tabela 8 apresenta os valores médios de Sku € Ssk.
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Tabela 7. Parametros de perfil de rugosidades médias

Amostra Sa (Um) Sq (UM) Sp (UM) Sy (um) Sz (um)
| 1,2 + 0,04 | 1,817 £ 0,08 |18,072 = 3,08 ]-20,238 + 6,26 | 38,311+ 8,75
Il 1,8 £ 0,06 | 2,547 + 0,10 (19,679 + 2,86(-24,482 = 1,08| 44,162 + 3,30
1l 16 £ 0,03 | 2,267 += 0,05 (14,412 + 1,62|-26,202 = 2,62 | 40,613 + 4,21
v 14 + 0,12 | 2,079 = 0,12 | 30,179 = 18,1]-23,128 + 8,13 | 53,307 + 11,99
V 20 £ 0,07 | 2,667 = 0,15 [19,831 = 5,43|-24,599 * 4,24| 44,430 +9,01
VI 15 £ 0,01 | 2,239 £ 0,07 |21,539 = 4,84]-22,159 + 2,39| 43,699 + 2,50
VII 1,7 £ 0,07 | 2,354 + 0,04 (13,818 + 1,59(-25,562 = 8,60 | 39,380 + 10,16
Vil 35 + 0,32 | 4536 + 043 |21,782 + 1,62-34,984 + 6,24| 56766 + 6,99
IX 25 £ 0,08 | 3,199 + 0,13 |18,100 = 1,69|-36,737 = 5,25| 54,837 + 6,89
Controle 0,2 £ 0,01 | 0,339 = 0,02 3,985 £ 2,07| -5690 + 0,91| 9,675+ 1,75

Fonte: Elaborada pela autora, 2021.
Comparando-se os parametros de superficie (2D) aos parametros de perfil
(3D), observa-se que os valores de Sa, Sq, Sp € Sv sdo idénticos aos valores de Ra,

Rq, Rp € Rv. Essa similaridade indica certa periodicidade na topografia das superficies.

Tabela 8. Parametros de perfil Sku € Ssk

Amostra Sku Ssk
| 10,479 = 1,76 -0,204 = 0,13
Il 7,108 + 0,68 0,092 + 0,21
i 6,500 + 0,37 -0,198 + 0,20
v 14,615 + 7,50 -0,335 + 0,63
\% 7,214 + 1,87 -0,160 = 0,22
VI 9,949 + 141 -0,854 = 041
VI 8,310 + 3,68 -0,971 =+ 0,28
VIII 4,967 t 0,62 -0,506 = 0,13
IX 5,969 + 0,89 -0,738 = 0,24

Controle 24,012 + 7,90 -1,769 = 0,82

Fonte: Elaborada pela autora, 2021.

O parametro Sku acima de 3,0 indica a presenca de picos ou vales extremos de
maneira desordenada na superficie. O maior valor obtido foi ha amostra de controle
(AISI 430 polido). Isso ocorre porque a rugosidade da amostra é composta por picos
muito agudos, todos acima do plano da superficie, praticamente sem a presenca de
depressoes.

O parametro Ssk indica 0 grau de simetria das alturas de uma superficie sobre
um plano médio. No caso da amostra I, ha uma leve predominancia de picos, e nas

demais amostras ha predominéncia de vales. Isso é esperado, uma vez que O
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processo de shot peening projeta esferas em alta velocidade provocando
deformacdes plasticas concavas, formando vales. A amostra Il € a Unica que foi obtida
com rotagao na Condigao 2.

As Figuras 43 a 52 apesentam os perfis de rugosidade 3D para as amostras
obtidas em 9 diferentes condi¢cdes operacionais e para o controle polido.

No caso das amostras obtidas na Condi¢do 1, com o tempo fixado em 40s, o
perfil de rugosidade em 3D reforga 0 que ja havia sido evidenciado na microscopia
Optica e na rugosidade de contato: a insuficiéncia da cobertura no tratamento com

este tempo de processo.

Figura 43. Perfil de rugosidade 3D — Ensaio |: 30° por 40s, 46 rpm

Analytical Results  “f

Label Value Units
Average [ nm

Data Points 295760
Percent Data Points|96.28 |%

Ra 1135 [pm
Rp 16.772 |pym
Rq 1664 |pm
Rt 29.233 |pm
Rv -12461|pm

16.772 um

-12.461 um |

cEN

e ¥

Figura 44. Perfil de rugosidade 3D — Ensaio II: 30° por 80s, 46 rpm

Analytical Results %
Label Value Units
Average [ nm
Data Points 283217984
Percent Data Points|92.2 %
Ra 1699 um

f Rp 16.01 ym
16.010 um x1.0  Rg 2326 um
Rt 40776 |pm
Ry 24766 |um
-24.766 umAl

R
* 9
FIk4



Figura 45. Perfil de rugosidade 3D — Ensaio III: 30° por 80s, 0 rpm
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Units.
nm

Data Points 280188.992

Percent Data Points| 91.21 %
Ra 1627 um
Rp 1213 um
Rq 2.266 um
Rt 34875 |um
Rv 22745 |ym

Figura 46. Perfil de rugosidade 3D — Ensaio IV: 45° por 40s, 46 rpm
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Analytical Results %

Label Value  Units
Average 0 [nm
Data Points 293287.008]
Percent Data Points|95.48 %

Ra 1.483 pm

e 19025 |um
Rq 2151 um
Rt 51981 |um
Ry 3295  |um |

Figura 47. Perfil de rugosidade 3D — Ensaio V: 45° por 100s, O rpm
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Analytical Results %

Label Value Units
Average 0 am
Data Points 286657.984] |
Percent Data Points|93.32 %
Ra 1846 um
Rp 1352 um
Rq 2422 um
Rt 32194 um
Rv 18673 [um
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Figura 48. Perfil de rugosidade 3D — Ensaio VI: 60° por 40s, 46 rpm

Analytical Results %

Label Value Units
Average 0 |nm
Percent Data Points|96.51 %

Ra 1.456 um
Rp 27317 [pm

27.317 um | x1.0 | Rg 2172 pm
Rt 46.932 um
Rv -19.614 pm

-19.614 um
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Figura 49. Perfil de rugosidade 3D — Ensaio VII: 60° por 120s, O rpm
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Figura 50. Perfil de rugosidade 3D — Ensaio VIII: 90° por 40s, 46 rpm

Analytical Results %
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Average [ |am
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Ra 3.866 um
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Figura 51. Perfil de rugosidade 3D — Ensaio IX: 90° por 25s, 0 rpm

Analytical Results %

Label Value Units
Average 0
Data Points 283143.008
Percent Data Points|92.17 %

Ra 2404 um
Rp 15947 |ym

15.947 um x1.0 Rg 3.068 pm
Rt 45573 um
Rv -20.626 m

nm

Figura 52. Perfil de rugosidade 3D — Controle AISI 430 polido

Analytical Results %

Label Value  Units
Average 0 [am
Data Points 306398.016|
Percent Data Points| 99.74 %

. | e 0231 um

| |®e 2602 |um

x1.0 | Rq 0.354 um

Rt 9577 um
Rv 6975 |um

2.602um

A partir das imagens de rugosidade 3D, assim como observado através dos
perfis de rugosidade 2D, ficou evidente o fendmeno de ploughing, com a formacao de
bordas elevadas (identificadas nas imagens pela coloragdo vermelha) em torno de
cada depressao provocada pelas esferas (majoritariamente identificadas nas imagens
pela coloragdo azul).

As imagens em 3D permitem identificar similaridade em aspectos morfoldgicos
nas diferentes amostras, como a presenca de microcavidades, arestas vivas e picos,
sem que seja possivel identificar claramente a direcdo de origem da esfera que
originou o vale. Essas semelhancgas auxiliam na investigacao sistematica da influéncia

do angulo e do tempo de processo na adesao bacteriana.
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Quando comparadas as amostras Il e lll, que tiveram como Unica variavel
distinta a rotacdo, observa-se que a amostra estatica teve menor formacao de picos,
evidenciado através dos valores de Ssk medidos.

A partir das imagens de rugosidade 3D foi possivel perceber que para a
amostra VII, obtida por 120s a 60°, o tempo de processo nédo foi suficiente para
obtencdo de cobertura total. Essa foi a amostra submetida ao maior tempo de
tratamento, mas seria necessario um periodo mais prolongado.

As imagens também permitem estimar com maior precisdo os diametros dos
vales, que variaram aproximadamente de 90 um a 130 pum. No caso da amostra VII|
(90°/40s) os diametros variaram de 200 pum a 300 pm, evidenciando uma maior
severidade no tratamento. Além de apresentar os maiores valores de rugosidade, foi
a amostra que apresentou os maiores diametros de vales e visivel empenamento.

Esses diametros de vales, com valores muito maiores do que as bactérias
(com diametro médio de aproximadamente 1 um) provavelmente ndo permitem que
ocorra um confinamento fisico que barre a expansao e proliferacédo celular, conforme
relatado nos estudos realizados por Yang e colaboradores (2015). Pelo contrario,
nesse caso, uma das hipéteses € que os vales possam facilitar a adeséo primaria,
com um acumulo bacteriano nas regides rebaixadas e paredes laterais das fossas,
por serem localizacbes energeticamente favoraveis, como mostrado em estudo
conduzido por Rodriguez e colaboradores (2018).

Além do diametro, a profundidade das concavidades e a distribuicdo espacial
das microcavidades possuem influéncia na adesdo bacteriana. Nos estudos
realizados por Chung e colaboradores (2007), e Reddy e colaboradores (2011), uma
caracteristica comum da maioria dos padrbes empregados € a rugosidade em
microescala, contendo caracteristicas de superficie cuja altura e profundidade dos
vales eram sempre comparaveis ou maior do que o tamanho das células. Essas
caracteristicas tém sido propostas para atuar como uma barreira fisica contra a
proliferagdo bacteriana de S. aureus e E. coli em diferentes varia¢cdes da topografia.

A partir das imagens em 3D e valores de rugosidade obtidos pela perfilometria
Optica, observa-se que para as amostras testadas, as profundidades maximas de
vales (Sv) variaram entre 12,479 um (Amostra I, 30°) e 42,466 pm (Amostra VIII, 90°).

Destaca-se, adicionalmente, que as barreiras fisicas indicadas pelos estudos
realizados anteriormente podem ser provocadas também pela incorporacao de bolsas

de ar no espacgo entre os vales, reduzindo significativamente a area da superficie
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acessivel para que ocorra interacdo e fixacdo das bactérias com a superficie.
(FRIEDLANDER et al. 2013). Isso foi também elucidado por Cheng e colaboradores
(2019), indicando que, de maneira geral, a topografia em escala micrométrica

comparavel a das células bacterianas, impacta a fixa¢do via aprisionamento de ar.

5.4 Adesao e proliferacdo bacteriana

Para realizacdo dos testes de adesdo e proliferacdo bacteriana foram

selecionadas as amostras apresentadas na Tabela 9 e o controle polido.

Tabela 9. Amostras selecionadas para realizacdo dos testes microbiolégicos

I I \% VI Vil VI IX
Angulos 30° 30° 45° 60° 60° 90° 90°
Tempo (s) 40 80 100 40 120 40 25
Rotacgéo (rpm) 46 0 0 46 0 46 0

Fonte: Elaborada pela autora, 2021.

A exclusdo das amostras Il (30°/80s/46 rpm) e IV (45°/40s/46 rpm) se deu em
funcdo dos resultados previamente obtidos de rugosidade 3D, que indicaram,
respectivamente, auséncia de alteragcao significativa na morfologia e baixa cobertura
no tratamento por shot peening por 40s°.

Para avaliar a proliferacdo e adesao bacteriana, foi considerada a soma das
contagens de bactérias planctonicas e sésseis. Os resultados obtidos estéo
apresentados em UFC/mL, e em percentual de crescimento em relagéo ao controle.
Nesse segundo caso, 0 crescimento bacteriano dos controles respectivos a cada um
dos ensaios foi assumido como sendo 100% de crescimento.

Destaca-se que o0s ensaios de adesdo e proliferacdo bacteriana foram
conduzidos em meios aquosos, com alta disponibilidade de nutrientes, com pH e
temperatura 6timos para crescimento. ISso nem sempre corresponde a realidade de
aplicagcédo do material, mas séo condigdes escolhidas de maneira conservadora.

As concentracdes de unidades formadoras de colénia por mL para cada uma
das amostras avaliadas, frente as cepas de S. aureus e E. coli, no periodo de contato

de 24h, estdo apresentadas nos Graficos 1 e 2, respectivamente.
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Grafico 1. Adeséo e proliferacdo bacteriana (UFC/mL) — S. aureus

S. aureus ATCC 9801 - UFC/mL
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Quando avaliados os resultados microbiolégicos frente a cepa de S. aureus, €
possivel observar que para todos os angulos testados, as amostras obtidas na
Condicdo 2, em que a cobertura do tratamento foi mais proxima de 100%, o0s
resultados de inibicdo foram mais favoraveis.

A amostra obtida a 90° por 40s foi a que apresentou os maiores valores de
rugosidade e os maiores diametros de vales (200 um a 300 pm). Nesse caso, cOmo
os didmetros de vales sdo muito maiores do que as bactérias, provavelmente néo
houve confinamento fisico (YANG et al. 2015), e sim uma facilitacdo dos pontos de
ancoragem e da adesao primaria pelo acimulo bacteriano nas regides de vales e
paredes laterais das concavidades. Conforme demostrado por Rodriguez e

colaboradores (2018), essas regifes tornam-se energeticamente favoraveis.

Grafico 2. Adesao e proliferacéo bacteriana (UFC/mL) — E. coli

E. coli ATCC 8739 - UFC/mL
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30°40s  30%/80s 45°/100s 60°%40s 60°120s 90°%25s 90°40s Controle

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.
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No caso da amostra obtida a 90° por 40s, apesar dos altos valores de
rugosidade e diametro de vale, a proliferacdo e adesédo bacteriana foi reduzida. Uma
das hipéteses para esse resultado de adesédo e proliferacdo reduzido, pode estar
relacionado com a presenca de bolhas de ar aprisionadas no espago entre os vales,
dificultando a adesao bacteriana. (FRIEDLANDER et al. 2013).

Para que a avaliacdo dos resultados seja mais compativel com a realidade dos
testes microbianos, optou-se por avaliar os dados em percentual de crescimento e
adesdo em relacdo aos controles. Isso ocorre porque cada teste possui seus proprios
controles, e realizar comparac6es com UFC/mL pode ndo ser a forma de avaliacdo
mais adequada.

Os Gréaficos 3 e 4 apresentam, respectivamente, 0os percentuais de adeséo e
proliferagdo para cada uma das amostras avaliadas em relagéo ao seu controle, frente

as cepas de S. aureus e E. coli, no periodo de contato de 24h.

Grafico 3. Adeséao e proliferacdo em relacdo ao controle (%) — S. aureus

S. aureus ATCC 9801 - % crescimento em relagao ao
controle

120%

100%
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40%
ST Nl
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30°/40s 30°/80s 45°100s 60°/40s 60°/120s 90°/25s 90°/40s Controle

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

No caso da S. aureus, a condicdo que apresentou 0s maiores valores de
reducdo da proliferacdo e adeséo bacteriana foi o shot peening aplicado por 80s a
30°. Nessas amostras, houve uma reducao de 77%.

No caso da E. coli, as amostras obtidas nos angulos de 30° e 90° (tanto na
Condicdo 1 quanto na Condicdo 2) apresentaram percentual de reducao similar,

proximo de 50%.
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Grafico 4. Adesao e proliferacdo em relacdo ao controle (%) — E. coli

E. coli ATCC 8739 - % crescimento em relagao ao controle
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

De maneira geral, os resultados obtidos indicam que, para ambas as bactérias
avaliadas, houve reducdo significativa da proliferacdo e adesdo bacteriana. As
maiores reducdes observadas foram nas amostras obtidas a 30° por 80s, chegando a
uma reducédo de 77% para S. aureus (Gram-positiva).

O bom desempenho na reducao da adesédo bacteriana em relacdo ao controle
pode ser explicada pelo papel significativo de varias irregularidades superficiais. No
caso das amostras lisas, sua topografia ndo apresenta estruturas capazes de restringir
e inibir o movimento das células, fazendo com que possam aderir e se reproduzir com
maior facilidade. (IZQUIERDO et al. 2015; PUCKETT et al. 2010).

Entretanto, quando comparados os resultados microbioldgicos frente a cepa de
E. coli, observa-se que a inibicdo da adesdo e proliferacdo bacteriana néo foi téo
pronunciada quanto frente a cepa de S. aureus. Os estudos conduzidos por Linklater
e colaboradores (2021) j& indicavam que a influéncia da rugosidade da superficie na
adesdo bacteriana seria especifica para as espécies bacterianas, e que diversas
espécies podem exibir diferentes graus de fixagdo as superficies, dependendo da
extensdo da rugosidade da superficie, da quimica da superficie e das respectivas
caracteristicas da superficie celular.

No processo de adesdo, entende-se que existem dois termos de energia
principais que contribuem para a mudanca de energia total: energia de adesao e
energia de deformacdo. A energia de deformacdo é o aumento de energia para

produzir a deformacgéo das células bacterianas. O processo de adesao € o equilibrio
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entre a energia de adesédo e a energia de deformacéo, a fim de minimizar a energia
total do sistema. (YANG et al. 2015).

Com base nessas consideragfes termodinamicas, elucidadas pelos estudos
realizados por Yang e colaboradores (2015), a adesao bacteriana é favorecida quando
a energia do sistema for menor como resultado do aumento da area de contato célula-
substrato e/ou da diminuicdo da deformacdo celular. Por um lado, a rugosidade
gerada pelo processo de shot peening fornece um aumento da area de contato célula-
substrato, oferecendo localizagBes energeticamente favoraveis. Por outro lado, as
arestas, picos e vales, aumentam a probabilidade de deformar as células para que
haja adaptacdo a geometria do padrdo da superficie, gerando uma condicao
energeticamente desfavoravel.

No caso das bactérias avaliadas (E. coli e S. aureus), a energia de deformacao
necessaria para a deformacéo das células de E. coli é significativamente maior do que
para as células de S. aureus, em funcao de suas diferentes morfologias. As células
de E. coli possuem tamanho maior e precisam gerar uma deformagdo muito maior
para se adaptar a geometria do padréo da superficie do que as células de S. aureus,
gue possuem formato esférico e tamanho menor. Isso significa que a adesao seletiva
das células de E. coli € menos favoravel do ponto de vista energético do que as células
de S. aureus. (YANG et al. 2015). Isso pode explicar por que a modificacdo da
topografia teve efeito mais aparente na adesédo seletiva das células de S. aureus do
que das células de E. coli.

Além disso, outro fator que pode ter favorecido a adeséo e proliferacdo das
células de E. coli, em comparacao com S. aureus, é a presenca de flagelos. Conforme
demonstrado em estudos realizados por Friedlander e colaboradores (2013), e
também apresentado por Haiko e Wikstrom (2013), os flagelos de E. coli podem estar
envolvidos diretamente na adesao bacteriana. Os flagelos, além de promover maior
contato da bactéria com a superficie, facilitam o deslocamento bacteriano, podendo
atuar na adeséao seletiva e na busca por regides energeticamente mais favoraveis.

Os resultados obtidos ao avaliar a adesao e proliferagcdo bacteriana neste
estudo confirmam que as caracteristicas morfolégicas e de rugosidade da superficie
fornecem obstaculos para retardar a expanséo e adesao bacteriana.

Com base nos resultados obtidos e nos estudos anteriores realizados por
outros autores, estima-se que para que 0s resultados sejam mais pronunciados, as

irregularidades produzidas devem ser menores, mais proximas ao tamanho das
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bactérias (de 1 um a 6 pum). (YANG et al. 2015). Dessa forma, o confinamento fisico
provocado pelo aprisionamento de células bacterianas, também atuaria para inibir o
crescimento e a colonizagdo. As irregularidades proximas ao tamanho das bactérias
dificultam suas interagfes, que sao importantes para a colonizagéo bacteriana e o
desenvolvimento do biofilme. (YANG et al. 2015).

Estudos adicionais, incluindo uma variedade maior de padrdes de superficie e
cepas bacterianas sdo necessarios para que as conclusdes sejam mais definitivas,
uma vez que biofilmes reais costumam ser compostos por varias espécies, coabitando
ou competindo entre si.

Os resultados apresentados neste estudo contribuem para a compreensao de
um campo experimental ainda pouco explorado, a respeito da resposta bacteriana as
diferentes topografias com rugosidade de superficie em micro e nanoescala.

O avanco nessa e em tantas outras pesquisas relacionadas podem ajudar a
desenvolver novos materiais para controle efetivo da adesédo bacteriana e formacéo
de biofilmes, para uma ampla gama de aplicacdes biomédicas e industriais, resultando
na reducéo do risco de infeccdes e consequentes complicacdes de longo prazo sem
gue haja a necessidade da administracdo de agentes antimicrobianos que sao
responsaveis por produzir bactérias resistentes.

Encontrar uma nanotopografia otimizada em termos de tamanho, forma,
proporcao de aspecto e densidade, que deve ser ajustada para diferentes tamanhos
e tipos de bactérias, continua sendo um desafio cientifico significativo. Dessa forma,
a técnica de shot peening avaliada em superficies metalicas AlSI 430 apresenta-se
como alternativa promissora na reducdo da proliferacdo e adesdo bacteriana, bem
como na formacdo de biofilmes em estagio inicial. A abordagem proposta é
promissora e seu estudo deve ser aprofundado para maior entendimento dos
mecanismos envolvidos para futuras aplicacdes da técnica em dispositivos médicos

e/ou superficies metalicas em ambiente hospitalar.
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6 CONCLUSOES

Torna-se cada vez mais evidente a necessidade de uma abordagem
multidisciplinar para o tratamento e controle de biofilmes na medicina moderna.

Os resultados obtidos através da texturizacdo superficial de ago inoxidavel AlSI
430 por shot peening em diferentes condicfes operacionais demonstram a influéncia
direta do angulo de jateamento no tempo de processo necessario para cobertura total
do substrato.

A partir das medidas de rugosidade realizadas, conclui-se que a amostra
controle (polida) apresentou Ra médio de 0,2 um, limite para o qual ndo haveria
influéncia para adesdo bacteriana (BOLLEN et al. 1997). No caso das amostras
obtidas nas nove diferentes condi¢cdes operacionais, todas apresentaram valores
acima de 0,2 um, apresentando influéncia na adeséo. (QUIRYNEN et al. 1990).

Ao comparar os parametros de superficie (2D) com os parametros de perfil
(3D), conclui-se que os valores de Sa, Sq, Sp € Sv séo idénticos aos valores de Ra, Rq,
Rp e Ry, indicando certa periodicidade na topografia das superficies.

Quando avaliados os resultados de proliferacéo e adeséo bacteriana, todas as
condicles testadas apresentaram reducdo, se comparadas as superficies lisas de
substratos polidos.

Amostras submetidas ao shot peening por 80s, utilizando esferas de aco
projetadas a 100 psi com angulo de 30° apresentaram as redu¢cdes mais significativas,
sendo reducdo na proliferacdo e adeséo bacteriana de 77% para Gram-positiva e 50%
para Gram-negativa. Por outro lado, no caso das amostras em que as esferas foram
projetadas com angulo de 60°, observou-se pouca reducao bacteriana para ambas as
cepas avaliadas. Isso demonstra a influéncia direta do angulo de jateamento na
rugosidade, na morfologia das superficies, no tempo de processo necessario para
cobertura total do substrato, e refor¢ca a importancia do perfil topogréfico na adeséo

bacteriana e formacao de biofilmes.
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7 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Ao longo deste trabalho, foram identificadas diversas oportunidades de

pesquisas relacionadas ao tema abordado. A partir disso, sugere-se:

Realizar testes de shot peening com diferentes tipos de esferas, variando
diametro e dureza;

Realizar testes de shot peening com diferentes tipos de substratos;

Realizar testes de shot peening variando distancias de processo;

Avaliar adeséo e proliferacdo bacteriana por um periodo maior que 24h;
Avaliar adeséo e proliferacéo bacteriana frente a outras bactérias patogénicas;
Realizar analises em Microscoépio Eletrdnico de Varredura dos substratos com
bactérias aderidas para observacdo da formacéo de biofilmes.
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