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RESUMO

Candida albicans é responsavel por crescentes taxas de infec¢des oportunistas, seu
alto potencial de patogenicidade e viruléncia se da pela sua capacidade de formacéo
de biofilmes, os quais podem crescer em dispositivos médico hospitalares fabricados
a partir de polimeros como o poliuretano (PU) e o polidimetilsiloxano (PDMS). A
necessidade do uso desses dispositivos na maioria dos tratamentos de salude e alta
resisténcia a terapia antifingica requerem novas tecnologias para reduzir os indices
de infeccdes e suas complicacdes. Assim, objetivou-se neste trabalho de tese,
investigar o crescimento e as propriedades de filmes ultrafinos de diéxido de titanio
(TiO2) pela técnica de deposicdo por camada atébmica (ALD) sobre substratos de PU
e PDMS e discutir seus efeitos sobre o crescimento e o processo de inativagdo, em
caso de contaminacdo, por biofiime de C. albicans. Para isso, ensaios fisicos,
guimicos e microbiolégicos foram realizados. No processo de crescimento ALD do
filme de TiOz2, vapores de tetracloreto de titanio (TiCls) e agua (H20) foram utilizados
como precursores. Todos os processos foram realizados a uma temperatura fixada
em 80°C, enquanto o numero de ciclos de reacdo para crescimento dos filmes variou
de 500 a 2000, em intervalos de 500 ciclos. Para analise microbiol6gica, leveduras de
cepas padrao de Candida albicans (ATCC® 10231) foram cultivadas em substratos
nao recobertos e recobertos com TiO2, e as atividades antifungicas e fotocataliticas
destes, foram investigadas por meio do método de contagem de unidades formadoras
de colbnias (UFC) antes e ap0s o tratamento com luz ultravioleta (UV). Realizou-se
analise Termogravimétrica (TGA) dos substratos, Espectroscopia Raman,
Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), Espectroscopia
de Retroespalhamento Rutherford (RBS) e Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) para avaliar a composi¢ao elementar, a estrutura do material, as ligagbes
guimicas, cinética de crescimento, o angulo de contato, o trabalho de adeséo e a
morfologia da superficie dos filmes finos. Foram obtidos filmes finos, com espessuras
variadas, de TiO2 amorfo dopados com cloro (2-12%) em substratos poliméricos.
Analises dos materiais apos o recobrimento com filmes ultrafinos de TiO2 por ALD e
exposicao a contaminacao pelo fungo Candida albicans, constataram a supresséao da
transicao levedura-hifa nas amostras de PU e a reducéo de coldnias de 79 a 83%, nos
substratos de PDMS recobertos ap0s o tratamento com luz UV. Portanto, pode-se
inferir que filmes de TiO2 amorfo dopado com cloro, crescidos por ALD, em superficies
poliméricas biomédicas tem propriedades fungistaticas e quando irradiados com luz
UV, no caso de contaminacgdo, apresentam propriedades antifingicas.

Palavras-chave: Filmes finos, Deposicdo por camada atbmica, Dioxido de titanio,
Candida albicans, Poliuretano, Polidimetilsiloxano
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ABSTRACT

Candida albicans is responsible for increasing rates of opportunistic infections, its high
potential for pathogenicity and virulence is due to its ability to form biofilms, which can
grow in hospital medical devices manufactured from polymers such as polyurethane
(PU) and polydimethylsiloxane (PDMS). The need to use these devices in most health
treatments and high resistance to antifungal therapy requires new technologies to
reduce the rates of infections and their complications. Thus, the objective of this thesis
was to investigate the growth and properties of ultrafine titanium dioxide (TiOz2) films
by the atomic layer deposition (ALD) technique on PU and PDMS substrates and
discuss their effects on growth and the process of inactivation, in case of
contamination, by Candida albicans biofilm. For this, physical, chemical and
microbiological tests were performed. In the ALD growth process of the TiO:z film,
titanium tetrachloride (TiCls) and water (H20) vapors were used as precursors. All
processes were carried out at a temperature set at 80°C, while the number of reaction
cycles for film growth varied from 500 to 2000, at intervals of 500 cycles. For
microbiological analysis, yeasts of standard strains of C. albicans (ATCC® 10231)
were grown on uncoated and TiO2-coated substrates and their antifungal and
photocatalytic activities were investigated using the colony-forming unit (CFU) counting
method before and after treatment with ultraviolet light (UV). Thermogravimetric
analysis (TGA), Raman Spectroscopy, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),
Rutherford Backscattering Spectroscopy (RBS) and Scanning Electron Microscopy
(SEM) of the substrates were carried out to assess the elemental composition, material
structure, chemical bonds, growth kinetics, contact angle, adhesion work and surface
morphology of thin films. The results evidenced that chlorinated doped (2-12%)
amorphous TiOz thin films, with varying thicknesses, were obtained on polymeric
substrates. Analysis of the materials after coating with ultrathin TiO2 films by ALD and
exposure to contamination by the fungus Candida albicans, found the suppression of
the yeast-hypha transition in the PU samples and the reduction of colonies from 79 to
83% on the TiO2-covered PDMS substrates after UV light treatment. Therefore, it can
be inferred that films of amorphous TiO2 doped with chlorine, grown by ALD, on
biomedical polymeric surfaces have fungistatic properties and when irradiated with UV
light, in the case of contamination, have antifungal properties.

Keywords: Thin films, Atomic layer deposition, Titanium dioxide, Candida albicans,
Polyurethane, Polydimethylsiloxane
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DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

Foram obtidos filmes finos, em espessuras variadas, de didéxido de titdnio amorfo
impregnados com cloro em polimeros (poliuretano e PDMS), a fim de investigar a
inativacdo de fungos pelo processo nano tecnolégico de recobrimento de superficies,
denominada deposicdo por camada atdbmica. Esses filmes foram produzidos a
temperaturas de 80°C. Andlises dos materiais apés o recobrimento com filmes
ultrafinos de TiO2 e exposicdo a contaminacdo pelo fungo Candida albicans,
constataram a supressdo da formacéo de colbnias desta cepa nas amostras de
poliuretano e a reducédo de coldnias nos substratos de PDMS recobertos apés o
tratamento com luz ultravioleta. Os resultados apontaram que filmes de diéxido de
titAnio amorfo dopado com cloro crescidos em superficies de dispositivos médicos
podem atuar inibindo a contaminacéo pelo fungo. Além disso, quando tratados com
luz ultravioleta, atuam na sua elimina¢do, comprovando os efeitos antifingicos das
reacdes entre alguns materiais recobertos com o dioxido de titanio e a luz UV
(processo fotocatalise).
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1 INTRODUCAO

O patégeno Candida albicans € o mais comum das seis espécies de levedura
gue fazem parte da microbiota do corpo humano, colonizando a pele e mucosas bucal,
trato digestivo, urinério e genital de maneira assintomatica. S80 responsaveis por
causar infec¢des oportunistas que implicam em alto indice de mortalidade, quando ha
comprometimento imunoldgico e enfermidades graves associadas, retratando um
grave problema de saude publica. (FERNANDES et al., 2016; FATHI et al., 2016;
MAGALHAES et al., 2015).

A viruléncia da Candida albicans é atribuida & sua capacidade de formacao
de biofilmes, estes consistem em comunidades de células estruturadas que se aderem
aos tecidos do hospedeiro ou em uma variedade de dispositivos médicos hospitalares,
podendo causar infecgbes sistémicas ((PAIS et al., 2016; CHIN et al., 2016;
BAGHDADI et al., 2016). O aumento do uso de dispositivos de implantes médicos e
alta resisténcia do biofilme ao tratamento antimicrobiano, sdo fatores importantes
associados as infec¢des fungicas relacionadas ao biomaterial (MAGALHAES et al.,
2015).

Entre os dispositivos susceptiveis a contaminacgéo por leveduras de Candida
albicans e, subsequente desenvolvimento de biofilme esta o cateter venoso central
(CVC), comumente feito de poliuretano (PU), polidimetilsiloxano (PDMS), ou cloreto
de polivinil (PVC) (MAGALHAES et al., 2015).

Os materiais de PU podem ser considerados um dos mais biocompativeis
conhecidos na atualidade (BAGHDADI et al., 2016). O Silicone ou polidimetilsiloxano
(PDMS) apresenta propriedades que limitam a adeséo de microrganismos (GAGE et
al., 2002) e por fim, o PVC é o segundo polimero mais consumido no mundo, porque
se adaptam a diversas aplicacdes devido aos seus beneficios como: durabilidade,
resisténcia a grande parte dos reagentes quimicos, leveza, isolamento térmico,
elétrico e acustico, e por sua impermeabilidade a gases e liquidos (LUCCHESI,
MORAES; EGUCHI, 2012).

Apesar de apresentarem caracteristicas biocompativeis, os dispositivos
médicos estdo sujeitos a contaminacao microbiana e formagéo de biofilme, devido ao
uso frequente em ambientes de alta umidade como o corpo humano. Além disso, 0s
métodos tradicionais de tratamentos de materiais contaminados, tais como limpeza

mecanica e uso de produtos quimicos antimicrobianos, podem ter baixa eficacia e
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serem prejudiciais ao ambiente (STORTI, 2006). Portanto, se faz necessario, a busca
de novas tecnologias, para modificacdo de superficies, que promovam a inibicdo da
adeséao de microrganismos nestes dispositivos, bem como em caso de contaminacao,
possam elimina-los (PROFIJT et al., 2011).

As tecnologias que geram espécies oxidantes sem adicdo de produtos
guimicos podem oferecer uma alternativa promissora a esses métodos
antimicrobianos. As superficies revestidas com certos materiais, Sdo capazes de gerar
espécies reativas de oxigénio (ERO) na interface biofilme-substrato. Esse processo,
denominado fotocatdlise, utiliza materiais semicondutores e luz ultravioleta (UV),
apresentando capacidade de degradar compostos organicos, incluindo os
microrganismos (GAGE et al., 2002).

Entre os materiais de desinfeccao fotocatalitica, o didxido de titénio (TiOz),
utilizado para recobrimento de superficies, mostrou resultados significativos na
inativacdo de grupos de bactérias e fungos na forma plancténica (WOLFRUM et al.,
2002; SUNADA; WATANABE; HASHIMOTO, 2003). Embora a fase anatase do TiO2
demonstre maior atividade fotocatalitica em comparagcéo com as fases amorfa e rutilo,
o TiO2 amorfo é preferivel, por ser facilmente sintetizado em substratos com
sensibilidade térmica como os polimeros (HUANG et al., 2012; KAUR; SINGH, 2012).

Para aumentar a atividade fotocatalitica do TiO2 amorfo, abordagens incluindo
carregamento de metal nobre, ions metélicos e dopagem de anions, sensibilizacao
por corantes e acoplamento de compostos semicondutores, tém sido desenvolvidas
(ZALESKA, 2008; GUPTA; TRIPATHI, 2011). A preparacdo de oOxidos de titanio
amorfos hidro-oxigenados (a-TiOx: OH) preparados por deposi¢do de vapor quimico
reforcada por plasma remoto apresentou fotoativacao por UV, como fotocondutividade
e superhidrofilicidade (NAKAMURA et al., 2001; DOZZI; SELLI, 2013). Mingce et al.
(2007) estudaram a resposta fotocatalitica do TiO2 dopado com cloro e verificaram
gue a presenca de cloro melhorou a absorcéo da luz pelo TiO-.

Scuderi et al. (2016) caracterizaram a atividade fotocatalitica e antibacteriana
dos filmes de TiO2 crescidos pela nano tecnologia de deposigéo por camada atdmica
(ALD) e demonstraram que o TiO2 amorfo crescido sobre silicio teve uma resposta
fotocatalitica apés 25 minutos de tratamento com o azul de metileno e UV. O
desenvolvimento de filmes ultrafinos (<100nm) de TiO2 pela nano tecnologia ALD,
progrediu consideravelmente, com aplicacbes na microeletrénica e biomedicina. No

entanto, ndo encontramos estudos de filmes de TiO2 crescidos por ALD sobre
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substratos poliméricos destinados a aplicacdes biomédicas (GUO et al., 2017; LEE et
al., 2009).

Com essa motivacao, este trabalho procurou investigar o crescimento e as
propriedades de filmes ultrafinos de TiO2 por ALD sobre substratos de PU e PDMS,
avaliando subsequentemente seu efeito no crescimento e processo de inativacéo do
biofilme de Candida albicans.

Para avaliar as propriedades fungistatica e antifungica dos filmes finos de
TiO2, leveduras de cepas padréo de Candida albicans foram cultivadas em substratos
nao revestidos e revestidos de TiO2 e, posteriormente, as unidades formadoras de
colénias (UFC) foram contabilizadas. Para analisar o efeito do recobrimento de TiOz,
foi testada a acdo antifungica por meio da irradiacdo por luz UV (365 nm). A
investigacao aqui descrita, foi conduzida utilizando analise Termogravimétrica (TGA),
Espectroscopia Raman, Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), Espectroscopia de Retroespalhamento Rutherford (RBS), Angulo de Contato
e Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).

Com base nos resultados obtidos a partir dessas técnicas, foi possivel
compreender a estrutura do filme, as ligac6es quimicas, o crescimento por ciclo (GPC)
do filme fino nos diferentes substratos, a composicdo elementar filme/polimero, o
angulo de contato e o trabalho de adesdo microrganismo/morfologia superficial do
polimero. Por fim, foram discutidas as correlagfes entre os ensaios microbioldgicos e
as propriedades fundamentais dos filmes, para melhor compreender o processo de

crescimento e inativacao das leveduras de Candida albicans.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo sera apresentado o levantamento bibliografico realizado sobre
0s principais assuntos discutidos neste trabalho: as infec¢des fungicas relacionadas a
Candida albicans em dispositivos médicos; novas estratégias de combate a
contaminacgdo por microrganismos e formacao de biofilme, fotocatalise, recobrimento
de filme fino de TiO2 pela tecnologia de deposicdo por camada atdmica a baixas
temperaturas e suas propriedades fotocataliticas e antifingicas, que sustentam o
embasamento para os pontos de vista defendidos.

2.1 Infec¢cbes fungicas relacionadas a Candida albicans em dispositivos

médicos

Dentre o género Candida, a espécie Candida albicans € a mais prevalente na
microbiota humana e a mais significativa das espécies de fungos na forma de biofilmes
gue causam impacto na morbimortalidade, coloniza de forma assintomatica muitas
areas do corpo, particularmente os tratos gastrointestinal e geniturinério de individuos
saudaveis (DEL POZO, 2018; LOHSE et al., 2018).

Candida albicans estdo associadas a quase 80% de todas as infeccbes por
fungos nosocomiais. Como patdgeno oportunista, representam 15% de todos os
casos de sepse adquirida no hospital, sdo a quarta causa mais frequente de infeccdes
da corrente sanguinea em contextos clinicos, com desfechos graves e fatais. Sao as
espécies fangicas predominantes de infeccdes por dispositivos médicos: cateteres
Venosos urinarios e centrais, marcapassos, valvulas cardiacas mecanicas, préoteses
articulares, lentes de contato e dentaduras (NOBILE; JOHNSON, 2015; MAGALHAES
et al., 2015; CHIN et al., 2016; GIRELLI; BENEDETTI, 2018).

A grande diferenca para alto potencial de viruléncia, patogenicidade e
resisténcia aos antimicrobianos dos fungos em relacao as bactérias se da pelas suas
caracteristicas. Os fungos (Figura 1la) de estrutura mais complexa, pluricelular, sao
mais organizados por serem eucariontes, portanto, possuem nucleo cercado por
membrana celular e contém organelas, enquanto as bactérias (Figura 1b), séo
unicelulares, procariontes, ndo possuem ndcleo, configurando-se em uma estrutura
mais simples (FERNANDES et al., 2016; FATHI et al., 2016).
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Figura 1 - (a) Infeccdo relacionada ao tubo biliar: imagem de microscopia eletrdnica de varredura
mostrando um biofilme de Candida albicans crescido na superficie de um stent biliar; (b) Imagem de
microscopia eletrénica de varredura Biofilme de Staphylococcus aureus crescido na superficie de um
cateter intravascular.
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Fonte: Adaptacdo de Del Pozo (2018) a partir de DEL POZO, J. L. Biofilm-related disease. Expert
Review of Anti-Infective Therapy, v. 16, ed. 1, p. 51-65, jan. 2018. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29235402. Acesso em: 18 out. 2019.

As espécies de Candida pertencem ao filo Ascomycota, classe
Hemiascomycetes e ordem Saccharomycetales. O género Candida produz biofilmes
altamente estruturados compostos por varios tipos de células. Na Figura 2, observa-
se células redondas em forma de levedura que brotam; células pseudo-hifais ovais; e
células hifais cilindricas alongadas envoltas em uma matriz extracelular (PAPPAS et
al., 2009; NUCCI et al., 2010; CHEN et al., 2012; RUHNKE et al., 2012).

Figura 2 — Principais morfologias assumidas por espécies de Candida spp. (A) leveduras. (B)
pseudohifas. (C) hifas verdadeiras.

Fonte: THOMPSON, D. S.; CARLISLE, P. L.; KADOSH, D. Coevolution of morphology and virulence in
Candida species. Eukaryotic Cell, v. 10, n. 9, p. 1173-1182, 2011. Disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3187052/. Acesso em: 24 mar. 2018.
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Para gerar hifas, as células que nascem mudam seu modo de crescimento
para uma extensao apical continua seguida de septacdo. As pseudo-hifas sdo criadas
por brotacéo unipolar, com as células permanecendo ligadas a célula méae. Tanto as
pseudo-hifas quanto as verdadeiras hifas produzem cadeias de células. As células de
levedura de Candida albicans mudam para o crescimento hifa quando fagocitadas ou
expostas ao soro do hospedeiro, essa caracteristica facilita a invasdo dos tecidos do
hospedeiro e escapa da destruicdo fagocitética, dessa forma, essa morfologia hifal
adquirida pelo fungo ajuda a explorar e se adaptar a determinados ambientes do
hospedeiro e melhorar sua sobrevivéncia e infectividade (RAMAGE et al., 2012).

A transicdo para a patogenicidade de espécies de Candida , principalmente
de Candida albicans, ocorre geralmente devido a condicdo imunoldgica do
hospedeiro, uso de antimicrobianos, quimioterapia e corticoides por tempo
prolongado, imunossupressao em transplantados, doengas crbnicas associadas
(Diabetes Mellitus, Sindrome da imunodeficiéncia-HIV etc.), levando a um
desequilibrio da microbiota, que associado a importantes fatores de viruléncia, como
a formacéao de biofilme e a producao de enzimas hidroliticas, promove a disseminacao
de fungos para outros sitios e orgdos (DEL POZzZO, 2018; LOHSE et al., 2018;
FERNANDES et al., 2016).

O biofilme é uma comunidade de células aderentes com propriedades
distintas das células flutuantes (planctdnicas), o qual possibilita as mesmas proteger-
se da imunidade do hospedeiro, estresse do ambiente e esgotamento nutricional,
constituindo um reservatorio de infeccdo continua, além de ser resistente aos
tratamentos antimicrobianos de amplo espectro (NOBILE; JOHNSON, 2015; TOUIL,;
BOUCHERIT-OTMANI; BOUCHERIT, 2018).

O biofilme microbiano se adere a uma superficie bidtica ou abidtica como uma
associagcdo de células microbianas. Estas células, sdo envoltas por uma complexa
matriz extracelular de substancias poliméricas que confere a esta comunidade maior
resisténcia aos agentes antimicrobianos quando comparadas aos microrganismos
livres. Na forma de biofilmes, os microrganismos séo capazes de estabelecer colonias
sobre tipos de materiais distintos e em condi¢cOes extremas de nutricdo, por meio do
mecanismo de comunicagdo intercelular através de moléculas sinalizadoras, o
‘quérum sensing”, responsavel pela dispersdo constante e monitoramento de
moléculas similares a horménios auto indutores. O Quorum sensing € um método de

comunicacao que permite que os microrganismos detectem a densidade celular e a
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composicdo da comunidade microbiana e respondam como um grupo. (LUCCHESI;
MORAES; EGUCHI, 2012).

A formacéo de biofilme por Candida é um processo multifatorial e sequencial
gue envolve basicamente as seguintes etapas conforme a representacao esquematica
da figura 3: (A) As proteinas do paciente adsorvem rapidamente na superficie de um
dispositivo implantado e formam um bom substrato para adesao de fungos; (B) Os
fungos sésseis recrutam fungos adicionais do ambiente direto e também proliferam na
superficie; (C) Os fungos aderidos alteram os padrbes de expressao génica e
comecgam a produzir a substancia polimérica extracelular, o principal componente do
biofilme; (D) O biofilme cresce lentamente e formam-se microcolonias de fungos
dentro do biofilme; (E) Finalmente, pequenas partes do biofilme podem se romper e
os fungos dispersam do biofilme e podem invadir superficies novas e limpas em locais
distantes (KNETSCH; KOOLE, 2011).

Figura 3 — Representacéo esquematica da formacao de biofilme.
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Fonte: KNETSCH, M. L. W.; KOOLE, L. H. New strategies in the development of antimicrobial coatings:
the example of increasing usage of silver and silver nanopatrticles. Polymers, v.3. p. 340-366, 2011.
Disponivel  em: https://www.mendeley.com/catalogue/e8569452-ccfe-3575-9e2a-1e65f37f28be/.
Acesso em: 24 mar. 2019.

Em média, 70% de todas as infeccbes (fungicas e ndo fungicas) relacionadas
a assisténcia estdo vinculadas a presenca de biofilmes em dispositivos médicos. A
utilizagdo de dispositivos médicos, sdo imprescindiveis para o tratamento dos

pacientes, seja como préteses ou orteses, tubos para manter via aérea apta para
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ventilacdo mecéanica, cateteres para administracdo de farmacos por vias venosas,
gastricas, monitorizacdes de sinais vitais, medicOes de fluidos corpdreos e exames
diagndsticos. Todo individuo que precisa de tratamentos de saude, esta susceptivel a
infeccOes devido ao uso prolongado desses dispositivos. A producao de biofilme em
cateter venoso central (CVC), representado na Figura 4, contribui significativamente
para o aumento da morbimortalidade, demanda terapéutica, permanéncia hospitalar,
aumento de custos e reducéo da qualidade de vida (NASCIMENTO et al., 2018).

Figura 4 — Imagem de cateter venoso central de duas vias.

Fonte: Autoria prépria.

A doenca do biofilme pode ser dividida em trés tipos principais: doenca de
biofilme relacionada ao dispositivo; biofilme crénico sem dispositivo; e mau
funcionamento do dispositivo relacionado ao biofilme. As manifestacdes clinicas do
mau funcionamento do dispositivo relacionado ao biofilme podem ser devastadoras,
tendo como conduta indicada a remocéo do dispositivo médico, sujeitando o paciente
a reinsercao de outro dispositivo em outro sitio de acesso invasivo ao organismo, 0
gue implica a somatizagc&do de custos e riscos, por ampliar a administracédo de altas
doses de antifungicos, que por sua vez, causa danos aos rins e figado (DELPOZO,
2018; NOBILE; JOHNSON, 2015). Na figura 5, a representacdo de um cateter
totalmente obstruido pelas consequéncias da contaminacgéao por biofilme.



21

Figura 5 — Obstrucao da porta venosa do cateter totalmente implantavel devido a formacéo de biofilme.

Fonte: DEL POZO, J. L. Biofilm-related disease. Expert Review of Anti-Infective Therapy, v. 16, ed.
1, p. 51-65, jan. 2018. Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/29235402. Acesso em: 18 out.
2019.

7z

O tratamento poés-infeccdo pelo biofilme é muito dificil em razdo de sua
natureza viscosa que impede a penetracédo dos antimicrobianos. A alta resisténcia aos
antimicrobianos € devido a taxa de crescimento lento da espécie, alteracdes
fisiologicas ou alteracdes do gene, idade do biofilme, producdo de substancia
polimérica extracelular, presenca dos biomateriais, disfuncdo local de neutréfilos,
transferéncia horizontal do gene aumentando as cepas resistentes e perfil de
viruléncia alterado (AHMADI et al., 2013; DEL POZO, 2018).

A tolerancia aos antimicrobianos pode resultar da inibicdo da morte celular
natural em uma populacdo de células, conhecidas como células dormentes ou
persistentes. Essa populacdo apresenta reduzida taxa metabdlica e comumente
encontra-se na base da estrutura dos biofilmes, onde ha limitada oferta de oxigénio.
O baixo metabolismo dessas células persistentes garante a sua resisténcia ao
tratamento com antimicrobianos, visto que os antimicrobianos geralmente agem na
fase de crescimento, como sintese proteica, sintese de acidos nucleicos e de parede
celular (TRENTIN; GIORDANI; MACEDO, 2013).

A infeccdo provocada pelos dispositivos implantados podem ter varias fontes,
dentre elas: a superficie do dispositivo contaminado, as maos da equipe de saude

durante a implantacdo e posteriores manuseios, a propria pele do paciente, locais
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distantes de infeccdo no paciente, desinfetantes contaminados, contato com outros
pacientes ou familia (KNETSCH; KOOLE, 2011). Esses modos de contaminacgao
podem ser observados na Figura 6, e podem ser evitados com a rigorosa lavagem
das méos, porém ndo é garantia da limpeza por completo, 0 que necessita da busca
de novas estratégias preventivas de infec¢des causadas por adesdo de patdgenos e
microrganismos (BRASIL, 2017).

Figura 6 — Formas de contaminacéo por cateter venoso central.
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Fonte: BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Medidas de Prevencdo de Infeccdo
Relacionada a Assisténcia a Saude. Brasilia:  Anvisa, 2017. Disponivel em:
http://portal.anvisa.gov.br/documents/33852/3507912/Caderno+4+-
+Medidas+de+Preven%C3%A7%C3%A30+de+Infec%C3%A7%C3%A30+Relacionada+%C3%A0+As
Sist%C3%AANcia+%C3%A0+Sa%C3%BAde/a3f23dfb-2c54-4e64-881c-fccf9220¢373. Acesso em: 29
set. 2019.

O crescente uso de biomateriais implantaveis vem elevando a expectativa de
vida humana, devido ao reestabelecimento de inumeras funcdes vitais (BUSSCHER
et al.,, 2012). No entanto, apesar dos beneficios, complica¢ces infecciosas de dificil
tratamento sdo frequentemente observadas. Geralmente essas infeccfes estédo
associadas a formacéao de biofilmes, os quais sdo altamente resistentes aos agentes
antimicrobianos convencionais e normalmente estdo associados a reincidéncia da
infecgédo (DEL POZO, 2018).

Os dispositivos médicos implantaveis, como o cateter venoso central, sdo
biomateriais fabricados geralmente a partir de poliuretano (PU), polidimetilsiloxano

(PDMS). Os poliuretanos (PU) sao polimeros bastante versateis, possuem alta
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resisténcia a abrasdo, ampla faixa de densidade, flexibilidade e resisténcia quimica a
alguns produtos. Sao produzidos pela poliadicdo, de um poliisocianato e um poliol ou
outros reagentes, mas também podem ser resultantes de policondensacao (reagao
em etapa) (WIEBECK; HARADA, 2005). A preparacdo de poliuretanos em varias
formas permitiu seu amplo uso em tais inddstrias como construcdo, engenharia,
automotiva, téxtii e médica. Na medicina, suas propriedades biocompativeis,
bioestéticas e biodegradaveis sdo muito desejaveis (BRZESKA, 2015).

O poliuretano € o biomaterial de primeira escolha para a fabricacdo de
cateteres venosos de longa permanéncia, em funcdo de ter paredes mais finas,
permitindo maior diametro de luz interna em relacdo a um cateter de mesmo diametro
externo feito em silicone, o que resulta num menor risco de obstrucdo (GALLIENI;
PITTIRUTI; BIFFI, 2008).

A superficie lisa do poliuretano o torna mais bicompativel, minimizando a
formacdo de biofiime e, consequentemente, de infecces na corrente sanguinea
relacionada ao seu uso, além disso, permite a mobilidade do paciente quando inserido
em articulacfes. Essa biocompatibilidade se deve as suas principais caracteristicas:
dureza, resisténcia quimica, baixa trombogenicidade, flexibilidade e
hemocompatibilidade devido ao equilibrio hidrofilico-hidrofébico de sua superficie,
dentre as vantagens, possui menor risco para flebite e infiltracdo (HEILMAN, 2015;
BRZESKA, 2015).

O polidimetilsiloxano (PDMS), também chamado de polisiloxanos, € o silicone
utilizado na préatica médica desde a década de 60 e, em pouco tempo, se popularizou
pela sua elevada biocompatibilidade, baixa trombogenicidade tornando-se o principal
material utilizado em cateteres e dispositivos intravasculares (SASSAKI NETO, 2014).
S&o misturas de polimeros inorganicos e organicos com a férmula quimica [R2SiO]n,
onde R representa grupos organicos como metil, etil e fenil, constituidos de uma matriz
siloxano (Si-O), e grupos organicos laterais que se ligam aos atomos de silicio
(LARENA-AVELLANDEDA et al., 2008). Por ser inerte, apresenta menor reatividade
guimica e limita aderéncia microbioldgica, no entanto sua alta molhabilidade e seu uso
em ambiente imido o deixa suscetivel a coloniza¢des (STORTI, 2006).

Polimeros, como o PU e o PDMS, sdo uma classe de materiais que
encontraram aplicagdes difundidas devido a sua facilidade e processabilidade de
custos e flexibilidade mecanica. Sempre, em comparacdo com o0s seus homadlogos

inorgéanicos, em alguns casos, 0s polimeros geralmente tém eletricidade,
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propriedades Opticas, cataliticas e mecanicas que ndo atendem ao desempenho
necessarios para suas aplicacdées (SUBRAMANIAN; TIWALE; NAM, 2019).
Independentemente da sofisticacdo do implante, todos os dispositivos
médicos estdo suscetiveis ao risco de contaminacao microbiana e infec¢do (TRETER;
MACEDO, 2011; BUSSCHER et al.,, 2012) devido, principalmente, ao déficit
imunolégico local na interface implante-hospedeiro (ROCHFORD; RICHARDS;
MORIARTY, 2012). Muitos estudos tém sido realizados no intuito de modificar a
superficie desses polimeros para melhorar sua condi¢cao hidrofilica, promover a
adsorcao dos precursores no processo de recobrimento de filmes finos de 6xidos
metalicos, e serem sensiveis as reacdes de fotocatalise, reduzindo assim, a adesao
microbiana (FUARD et al., 2008; SPAGNOLA; GONG; PARSONS, 2010).

2.2 Novas estratégias de combate a contaminagdo por microrganismos

e formacéo de biofilme

As estratégias para o combate de biofilmes podem, basicamente, serem
divididas em dois segmentos, sendo um a inibigdo da formagéo de biofilmes, por meio
do blogueio da adeséao celular a uma superficie ou pelo rompimento da comunicagéo
celular (Quorum sensing), e o outro pela erradicacdo de biofilmes ja formados
(TRENTIN; GIORDANI; MACEDO, 2013).

Tradicionalmente, o bloqueio da adesao celular em superficies abiéticas se
faz pelo uso profilatico ou terapéutico de antimicrobianos e podem reduzir a incidéncia
de infec¢des associadas a biofilmes em dispositivos implantaveis. A penetracdo do
biocida no biofilme é lenta n&o atingindo a parte do biofilme que esta em contato com
0 substrato permanecendo intacto e resistente a esses tratamentos. A substituicdo
destes dispositivos, é outra alternativa utilizada, no entanto, essa pratica acarreta
onerosos custos tanto ao paciente quanto ao sistema de saude (GAGE et al., 2002;
LYNCH; ROBERTSON, 2008; KNETSCH; KOOLE, 2011).

Os estudos de compostos bioativos, envolvem a fotoquimica e a fotocatalise
0 que despertou bastante interesse apds pesquisas sobre a fotdlise da molécula de
agua na presenca de TiO2 e luz ultravioleta (UV) realizada pelos pesquisadores
Fujishima e Honda (1972). A partir deste trabalho pioneiro, as evolu¢des do
desenvolvimento dos estudos relacionados aos processos fotocataliticos aumentaram
ano apos ano (NAKATA; FUJISHIMA, 2012).
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A modificacao de superficies, de maneira geral, permite: modificar a superficie
externa de um material para dificultar a adesdo microbiana e/ou facilitar a
biocompatibilidade material-tecido, mantendo inalteradas as propriedades mecéanicas,
o volume e as funcionalidades desejaveis do material; e introduzir sitios na superficie
do material para a imobilizacdo de moléculas ativas (BAZAKA; JACOB; CRAWFORD,
2012; GODDARD; HOTCHKISS, 2007).

2.2.1 Fotocatélise

A fotocatalise tem emergido como um processo de oxidacao avancada (POA),
gue utiliza materiais semicondutores e luz ultravioleta (UV) para gerar EROS, logo, as
superficies revestidas com certos materiais (fotocatalizadores) sdo capazes de gerar
espécies reativas de oxigénio (EROS) na interface biofilme substrato que pode
subsequentemente degradar células. E bastante utilizado para a descontaminacéo da
agua juntamente com a remocdo de microrganismos como uma alternativa ao
tratamento convencional de agua potavel, bem como para a producdo de agua
ultrapura para aplicagcdes farmacéuticas, compostos corantes, degradacdo de
poluentes do ar, na obtencdo de superficies auto-limpantes na esterilizacdo, e até
mesmo na terapia do cancer devido a geracdo de espécies oxidantes fortes (GAGE
et al., 2002; FELTRIN et al., 2013).

Processos de oxidacdo avancada (POA) consistem em processos de fase
aquosa com base na geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), como a
hidroxila, responséaveis pela degradacdo de compostos organicos. Sdo exemplos
desses processos, 0 0zOnio, 0zonio + luz ultravioleta (UV), ozbnio + peroxido de
oxigénio (H202), reagentes Fenton (solucdo de perdoxido de hidrogénio e um
catalisador de ferro) e a fotocatalise (GAGE et al., 2002; LEE et al., 2009; KNETSCH,;
KOOLE, 2011).

O oxigénio é uma substancia facilmente redutivel e se estiver presente, a
reducdo ocorre antes da formacédo dos radicais hidroxilas. A reducdo de oxigénio
resulta no superoxido, cujos anions contribuem para a reagdo oxidativa e formam o
peréxido de hidrogénio. Os radicais hidroxila (OH), buracos (h+), ions superdxidos e
radicais hidroperoxil atuam simultaneamente para oxidar uma grande variedade de
poluentes organicos, incluindo compostos organicos volateis e bioaerossois
(FELTRIN et al., 2013).
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A luz ultravioleta (UV), é uma luz com comprimentos de onda entre 100 e
400nm, sendo mais utilizado em fotocatalise no comprimento de onda entre 320nm a
400nm. Quando um semicondutor (por exemplo, TiO2, ZnO, Fe203, CdS, e ZnS)
absorve a luz UV com energia maior que sua banda proibida, os elétrons sao
promovidos da banda de valéncia para a banda de conducdo, deixando
simultaneamente buracos carregados positivamente (h*) correspondentes ao nimero
de elétrons na faixa de valéncia, em seguida ocorre a migracao para a superficie do
semicondutor para participar de reagdes de oxidacédo e reducdo, o que danifica as
moléculas do agente contaminante (GAGE et al., 2002; FELTRIN et al., 2013).

Quanto ao fornecimento de radiacdo, cada semicondutor tem uma energia
minima necessaria para que o elétron seja promovido da banda de conducéo para a
banda de valéncia (Ebg) associada a um comprimento de onda. Ebg é a energia de
banda proibida (eletron-volt: eV). A ligagdo dos atomos é feita pelos elétrons
localizados na 6rbita mais externa do &tomo (elétrons de valéncia). Entre as bandas
de elétrons, hd uma com o maior nivel de energia (6rbita do elétron mais distante do
nucleo) que é a banda de valéncia; a banda externa é referida como a banda de
condugéo. A energia entre a banda de valéncia e a banda de conducéo, (chamada de
buraco), € como um obstaculo que os elétrons devem saltar para se tornarem livres.
Banda proibida é a quantidade de energia necessaria para saltar da banda de valéncia
para a banda de conducédo. Elétrons que saltam na banda de conducao (os elétrons
de conducéo), é que podem mover-se livremente (HASHIMOTO; IRIE; FUJISHIMA,
2005; FELTRIN et al., 2013).

A superficie de um fotocatalisador contém agua absorvida. Quando essa agua
€ oxidada pelos buracos positivos, sdo formados os radicais hidroxila (OH). O buraco
h+ reage com a agua ou com o radical OH- para formar o radical hidroxila e H+. Se o
oxigénio esta presente quando este processo ocorre, os radicais intermediarios dos
compostos organicos podem sofrer reacdes em cadeia e consumir o radical oxigénio.
Nesse caso, a matéria organica eventualmente se decompde, tornando-se dioxido de
carbono e agua, que séo os principais produtos finais, juntamente com NOx e HCI para
compostos organicos contendo nitrogénio e cloro (FELTRIN, et al., 2013).

Além dos efeitos causados pela fotocatalise, a radiacdo por luz UV (com
comprimento de onda 320 a 400 nm na escala eletromagnética) por si s6 pode
danificar proteinas e membranas celulares, bem como danificar o DNA da célula

produzindo compostos reativos de oxigénio, como H202 e O2. A fotocatalise € uma
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tecnologia atraente porque ndo requer a adicdo de agentes oxidantes e o0s
subprodutos da reacdo ndo sao toxicos. Além disso, 0 processo pode operar a
temperatura ambiente usando a luz solar natural como fonte de luz UV (GAGE et al.,
2002).

Na Figura 7 esté a representagcdo esquematica da decomposicao fotocatalitica
tipica de moléculas de agua onde o hidrogénio é produzido através de um processo
de reducédo na banda de conducao assistida por um gerador fotoelétron e oxigénio
sdo produzidos por meio de um processo de oxidacdo assistido por um orificio
fotoinduzido na faixa de valéncia do fotocatalisador.

Figura 7: Representacao esquematica do processo de fotocatdlise.

Fonte: BERARDO, E. Modelling the Excited State Properties of TiO2 Nanoparticles. 2015. Tese
(Doutorado em Fisica). UCL (University College London). Londres, 2015. Disponivel em:
https://discovery.ucl.ac.uk/id/eprint/1470301/. Acesso em: jan.2017.

2.2.2 Diéxido de Titanio (TiO2)

O TiO2 pode existir como uma camada amorfa ou numa das trés fases
cristalinas: a anatase (tetragonal), o rutilo (tetragonal) e a brooquita (ortorrombica),
ilustrados na Figura 8 a, b e ¢, respectivamente. Enquanto rutilo é a fase estavel, tanto
anatase quanto brooquita sdo metaestaveis. No entanto, na forma de filme fino,
apenas as estruturas cristalinas anatase e rutilo sédo facilmente sintetizadas, por serem
cadeias octaédricas de TiOs interconectadas em diferentes configuracbes e
propriedades fisico-quimicas (PESSOA et al., 2015; WANG et al., 2020).


https://discovery.ucl.ac.uk/id/eprint/1470301/
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Figura 8 - Representacao para o TiO2 nas fases anatase (a), rutilo (b) e brooquita (c) onde as esferas
azuis representam os atomos de Titanio e as esferas vermelhas os atomos de Oxigénio.

(a) (b) (c)

Fonte: Adaptagcdo de LANDMANN (2012) a partir de LANDMANN, M., RAULS, E., SCHMIDT, W. The
electronic structure and optical response of rutile, anatase and brookite TiO.. Journal of physics:
condensed matter, v. 24, n.19, p. 195-503, 2012. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22517072/. Acesso em: dez 2018.
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Comercialmente o diéxido de titAnio é produzido por dois processos:
sulfatacdo e cloretacdo. O processo de sulfato € uma operacao industrial complexa
de multiplos estagios, produz um pigmento inferior, além de gerar grande quantidade
de rejeitos na forma de sulfato de ferro ao meio ambiente. Assim, o processo de
cloretacdo € preferivel, onde o rutilo mineral reage com cloro gasoso para formar o
tetracloreto de titanio liquido (TiCls). O diéxido de titanio (TiOz) também pode ser
sintetizado em laborat6rio. A técnica mais utilizada € o sol-gel a partir de um precursor
como tetraisopropoxido de titanio ou tetracloreto de titanio (TiCls), sendo que o
sintetizado é mais homogéneo e pode apresentar uma area superficial maior que as
referéncias comerciais e, consequentemente, maior atividade fotocatalitica (FELTRIN
et al., 2013).

A reacdo de fotocatalise com o TiO2 na fase anatase, acontece a um
comprimento de onda de 388 nm (banda proibida de 3,2 eV), contudo, a taxa de
reacdo fotocatalitica depende da absorcdo da radiacdo do fotocatalisador (FELTRIN
et al., 2013). O TiO2 absorve a luz e quando esta atinge um nivel de energia maior, 0s
elétrons pulam para a banda de conducéo e criam buracos positivos na banda de
valéncia, que é maior que o poder redutor dos elétrons na banda de conducdao, dai o
seu forte poder oxidativo. Os parametros de desempenho do TiO2 como
fotocatalisador mesmo quando é fotoexcitado se mantém estavel, sdo eles: fase
cristalina, area superficial especifica, tamanho de particula/morfologia e condicées de

tratamento térmico. Sendo a fase anatase bem melhor devido a area superficial
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elevada, uma alta densidade de sitios ativos de adsor¢éo, além de uma recombinagao
mais lenta e maior mobilidade dos elétrons (WANG et al., 2009).

A observacéao pioneira da decomposicéo fotocatalitica da agua no eletrodo de
TiO2 na década de 1970 despertou um enorme interesse no desenvolvimento de
aplicacdes de TiO2 em conversao de energia solar, armazenamento de energia e
biorremediacdo fotoassistida, que representam componentes essenciais para o0
conceito de fontes de energia renovaveis e de ambiente sustentavel. Essas aplicacdes
também aproveitam as vantagens do TiO2z por ser um material de baixo custo com
uma taxa de fotocorrosdo extremamente baixa. Além disso, gracas a
biocompatibilidade inerente, baixa toxicidade e alta estabilidade quimica do TiOz,
ocorreu 0 surgimento de aplicacbes biomédicas do TiO2, incluindo terapia
fotodindmica para tratamento de cancer, sistemas de administragdo de
medicamentos, geracdo de imagens de células, biossensores e engenharia genética
(DVORAK et al., 2019).

A acdao fotocatalitica do didxido de titanio ainda pode ser aplicada em diversos
campos como purificacdo do ar, da agua, como fungicida, bactericida e viricida,
degradacdo de corantes, preparacao de superficies que se mantém limpas ao longo
do tempo (autolimpantes), como agente esterilizador e na protecdo anticorrosiva,
devido a fotogeracdo de elétrons sob radiacdo UV, que resulta em uma protecao
catodica adicional (LEE et al., 2009).

A fase anatase exibe alta atividade fotocatalitica que pode ser usado em uma
variedade de aplicacbes como células solares sensibilizadas por corantes;
degradacéo fotoquimica de produtos quimicos téxicos, em baterias de litio, separacéo
de agua e fotocatalisadores de alta eficiéncia. Sendo adquirida a altas temperaturas,
a fase rutilica é interessante para sistemas Opticos e microeletrénicos. Para a maioria
dos processos de deposicao de filmes finos (como por exemplo: sputtering de
magnetron, deposi¢cdo quimica a vapor — CVD, vapor quimico aprimorado por
deposicao plasma — PECVD, deposi¢ao por camada atdmica), a fase rutilica em filmes
finos de TiOz2, SO é possivel a temperaturas superiores a 800°C, o que inviabiliza a sua
aplicacdo para recobrimento dos substratos termossensiveis, como o PU e o PDMS
(PESSOA et al., 2015).

Embora a estrutura quimica da fase anatase ou rutilo pareca ser mais
favoravel para a fotocatélise, ela ainda é ineficiente em sua fase pura. Dessa forma, o

TiO2 amorfo aparece como uma alternativa as estruturas cristalinas do diéxido de
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titAnio, pois tem uma area de superficie maior que leva a uma melhor adsorcéo.
Também € mais amplamente disponivel na natureza e pode ser preparado a
temperatura ambiente. Além disso, é mais facil processar em diferentes formas e pode
permitir uma gama muito maior de dopantes (HUANG et al., 2012; KAUR et al., 2012).

A estrutura eletronica do TiO2 amorfo é semelhante a do TiO2 cristalino, mas
com um buraco maior e o intervalo da banda de energia pode ser controlado com
dopantes. Os dopantes ndo apenas alteram a estrutura elétrica do TiO2 (modificando
o buraco) e aumentam a eficiéncia fotocatalitica, mas também podem levar a
alteragcOes na estrutura da fase do TiO2 (amorfizacdo), o que, diminuiria a eficiéncia
fotocatalitica porque uma estrutura amorfa possui um namero maior de centros de
recombinacdo. Apesar disso, o TiO2 amorfo tem suas vantagens, como 0 processo
simples de sua preparacao e necessidade de menor quantidade de substrato, e pode
ser facilmente sintetizado em substratos de sensibilidade térmica como polimeros
(HUANG et al., 2011; KAVALIUNAS et al., 2020).

Andlise de propriedades eletronicas sugerem que o TiO2 amorfo pode ser um
produto mais barato, mais abundante, mas com um pouco menos de poder fotocalitico
em comparacao ao TiOz cristalino (KAUR; SINGH 2012). A dopagem com halogenetos
e outros elementos ja foi comprovada como uma estratégia eficiente de engenharia, a
fim de reduzir a folga da banda e maximizar a atividade fotocatalitica. TiO2 dopado
com cloro tem forte absorcdo a luz visivel, o cloro aumenta o espectro de absorcéo
pois reduz o buraco da banda do TiO2, e ainda reduz as temperaturas de
transformacao de fase do TiO2 de amorfo para anatase e de anatase para rutilo, ou
seja, o cloro melhora a absorcéo da luz pelo TiO2 amorfo e assim, favorece sua
atividade fotocatalitica (MINGCE et al., 2007).

2.2.3 Deposicao por camada atomica (ALD)

A deposicdo por camada atdomica (ALD) € uma modificacdo especial do
processo de deposi¢do de vapor quimico (CVD). Na deposicao de filme fino por ALD,
0 precursor e o gas sao fornecidos alternadamente na camera contendo o substrato,
a baixas temperaturas. Purgas de gas inerte séo realizadas entre as exposi¢cdes do
vapor do precursor e do gas para reacao. Diferentemente da CVD, onde precursor e

gas séao fornecidos simultaneamente (CHIAPPIM et al., 2016).
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As vantagens do uso ALD é que permite controle na sintese de filmes finos
(camada a camada) a nivel subnandémetro, pois o processo € baseado em duas meias-
reac0es de solidos gasosos. Esse controle da composicdo da camada a ser
depositada € importante para a adaptacdo das propriedades quimicas e fisicas dos
materiais (LEE; JANG; SUNG, 2003); realiza o processo de deposicdo em baixas
temperaturas (<400°C), tornando-se assim, uma alternativa muito interessante para
aplicacdes em materiais biomédicos termossensiveis (TAEWOOK et al., 2011). N&ao
requer catalisador e ndo ha necessidade de solventes, confere excelente uniformidade
e capacidades em composic¢oes de ajuste fino e fases estruturais (PESSOA; FRAGA,
2019).

A técnica ALD é analoga a técnica de deposicdo de vapor quimico (CVD),
diferenciando-se pela deposicdo realizada em ciclos de pulsos alternados de
precursores, sendo que entre um ciclo e outro, a camara € lavada com gas
inerte. Cada ciclo € uma sequéncia de duas reacdes superficiais autolimitadas entre
as moléculas precursoras gasosas e a superficie do substrato. Gracas ao uso de
precursores altamente reativos, que reagem imediatamente com o substrato para
formar uma monocamada e ndo permitir mais nenhuma reacao, cada ciclo aumenta a
espessura da camada por um valor de crescimento por ciclo (GPC) que pode variar
de 0,01nm/ciclo a 0,2nm/ciclo, dependendo do reator, precursor, atividade e tamanho,
parametros do processo e processo de nucleacdo na superficie do substrato
(STASZUK, 2019).

Dessa maneira, o crescimento do filme ndo depende do fluxo de gas como
acontece nas técnicas de deposicdo CVD e deposicao fisica de vapor (PVD), outra
diferenca € que as camadas de crescimento do filme podem ser ajustadas com
precisdo a nivel atbmico variando o niumero de ciclos, conferindo a alta qualidade e
uniformidade da &rea revestida por flmes ALD em substratos poliméricos. Cada ciclo
para depositar uma monocamada € composto por quatro etapas e depende dos
parametros do processo, como temperatura e periodo de pulso. Os processos ALD
sao realizados em temperaturas significativamente mais baixas que 0S processos
CVD, permitindo assim o revestimento em substratos termossensiveis (CHIAPPIM et
al., 2016; PESSOA; FRAGA 2019, STASZUK 2019). Diferencas entre 0s processos
CVD e ALD estéo representadas na Figura 9, destacando o fluxo dos precursores nos

dois processos e a forma de crescimento de filme por ciclo.
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Figura 9 - Diferencas de processo CVD e ALD.

(@)  Fluxo de vapor (b) Ciclos de ALD
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Fonte: Adaptacao de Pfeiffer et al. (2017) a partir de PFEIFFER et al. Revestimentos antirreflexo para
lentes de vidro fortemente curvadas por deposicéo de camada atbmica. Revestimentos. v. 7, n. 8, p.
118, ago 2017. Disponivel em: https://www.mdpi.com/2079-6412/7/8/118. Acesso em: 12 fev. 2018.

Um ciclo de ALD consiste de quatro etapas: (1) fornecer o primeiro precursor
para introduzir o primeiro reagente de superficie em uma camera de reacao; purgar o
precursor que nado reagiu da reacdo na camera; (3) fornecer o segundo precursor
(dgua) para introduzir o segundo reagente na camera de reacao e (4) purgando a
camera de reacao novamente. O ciclo de crescimento deve ser repetido quantas
vezes for necessario para atingir a espessura desejada do filme (PESSOA; FRAGA,
2019).

A adsorcao autolimitada € o aspecto principal da ALD, tornando-a diferente
de outras técnicas de deposicao. Sob condi¢Bes otimizadas (temperatura, presséo e
tempo de exposicao), as moléculas precursoras sao adsorvidas por toda a superficie
em apenas uma monocamada, ndo € permitida maior adsorcdo de moléculas
precursoras nos locais de superficie ja ocupados. Independentemente da geometria
do substrato, os revestimentos preparados pelo ALD tém uniformidade em toda a
superficie e sua espessura é controlavel a nivel atbmico (DVORAK, 2019).

Nessa técnica, a estrutura do filme ndo tem necessariamente a mesma
estrutura que o substrato onde o filme sera crescido. Detalhando melhor, o processo
de ALD possui passos autolimitados pela superficie, resultando em um aumento de
espessura constante de filmes conformados em topografias tridimensionais
complexas. Um precursor metalico é pulsado na camera do processo, o qual reage

guimicamente com a superficie do substrato. A purga tem a finalidade de remover
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qualquer precursor ainda em fase gasosa, assim como qualquer reagente fisissorvido.
O segundo pulso € do precursor ndo metalico. O gas ndo metélico € quimissorvido
sobre a superficie e € submetido a uma reacdo de troca com a camada de metal que
forma uma pelicula fina molecular. Subprodutos gasosos também sdo produzidos e
sdo removidos com a purga subsequente. Qualguer gas que nao reagiu e reagentes
nao metalicos fisissorvidos também é removido da camara durante a purga. Os filmes
sdo depositados camada por camada, devido a quimissor¢cdo dos reagentes.
(CHIAPPIN, 2016).

A deposicdo por camada atbmica operando em modo térmico (ALD) possui
uma camara aquecida (que, dependendo do equipamento, opera entre 100 e 600°C),
onde é colocado o substrato, possui uma geometria para insercao do fluxo de gases
do processo de maneira cruzada (crossflow), passando por esse caminho 0s
precursores metalicos, ligante e o gas inerte para purga, e esse sistema encontra-se

ligado a uma bomba de vacuo, representado na Figura 10 (AARIK et al., 2013).

Figura 10 - Esquema do reator ALD operando em modo térmico, com fluxo cruzado dos gases
pulsados.

TRATAMENTO NA CAMARA
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PRECURSOR _K
DE METAL N i E
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Fonte: Adaptacdo de CHIAPPIM et al. (2016) a partir de CHIAPPIM, W. et al. Effect of process
temperature and reaction cycle number on atomic layer deposition of TiO2 thin films using TiCl4 and
H20O precursors: correlation between material properties and process environment. Brazilian Journal
of Physics, v. 46, n. 1, p. 56-69, 2016. Disponivel em: https://link.springer.com/article/10.1007/s13538-
015-0383-2. Acesso em: 24 mar. 2019.

Atualmente existem dois principais tipos diferentes de ALD: o ALD térmico
(Figura 11), utilizado neste trabalho, e o ALD aprimorado com plasma (PEALD). A

técnica ALD operando em modo térmico é aplicada a deposicédo de finos filmes em
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superficies 2D e 3D, principalmente 6xidos metalicos, como o TiO2 semicondutor
explorado neste trabalho (PESSOA; FRAGA, 2019).

Figura 11 - Imagem do sistema ALD.

Fonte: Adaptacédo de Pessoa et al. (2015) a partir de PESSOA, R. S. et al. Nanostructured thin films
based on TiO2 and/or SiC for use in photoelectrochemical cells: A review of the material characteristics,
synthesis and recent applications. Materials Science in Semiconductor Processing, v. 29, p. 56-68, jan.
2015. Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1369800114003138.
Acesso em: 22 set. 2019.

Os precursores de oxidantes mais frequentemente utilizados na ALD de filmes
finos de 6xido de metal sdo: agua (H20), peréxido de hidrogénio (H202), alcoois,
0zo6nio (O3), oxigénio (0O2), dentre outros. A agua é a escolha mais comum de oxidante
para as pesquisas e uso industrial (AARIK et al., 2013; LEEM et al., 2014). TiCls é 0
precursor de titanio mais comumente empregado, devido a sua estabilidade térmica e
baixo custo (CHIAPPIM et al., 2016).

O crescimento por ciclo (GPC) do filme fino € um dos principais parametros a
serem avaliados nos processos ALD. A estrutura do filme (cristalinidade) depende da
cinética de crescimento devido a presenca de HCI como subproduto durante cada
etapa de purga, que por sua vez, depende do menor tempo de purga e temperaturas
variaveis. A presenca do HCI pode influenciar o crescimento de filme fino de TiO2 por
ciclo (GPC). Os filmes finos de TiO2 com alto grau de cristalinidade na fase anatase
pura podem ser sintetizados com rugosidade superficial diferente, modificando apenas
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a temperatura do processo e 0 numero de ciclos de reacdo (LEEM et al., 2014,
CHIAPPIM et al., 2016).

Residuos de cloro nos filmes por ALD, geralmente a altas temperaturas sao
guase insignificantes. Nos processos a temperaturas abaixo de 200°C, ha uma certa
porcentagem de cloro nos filmes de TiO2. Cloretos deixados na superficie durante o
primeiro passo (purga de TiCls) tém a tendéncia de serem removidos durante o
segundo passo (purga de H20), isto € possivel porque as moléculas de TiCls reagem
com os grupos hidroxi, e o HCI liberado reabsorve na superficie de TiO2 (LEEM et al.,
2014).

Processos ALD em polimeros mostram que os precursores podem se infiltrar
e reagir melhorando significativamente as propriedades mecéanicas do material, alguns
trabalhos investigaram atividade biocompativel e antimicrobiana de polimeros
revestidos por ALD e indicaram propriedades microbicida, microbioestatica e
modificacdo da toxicidade do material polimérico (PARSONS et al., 2013).
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3 MOTIVACAO E OBJETIVOS

O impacto das infec¢gbes fungicas relacionadas a dispositivos meédicos
hospitalares fomenta a necessidade de novas tecnologias para prevenir a formagao
de biofilmes ou promover sua eliminacdo apos contaminacao. A variedade de drogas
e desinfetantes convencionais existentes, com efeito fungistatico e fungicida,
apresentam eficacia comprometida devido a alta resisténcia a esses tratamentos, e
como agravante, muitos desses compostos quimicos apresentam efeitos adversos
aos pacientes e/ou contaminam o ambiente. O desenvolvimento de propriedades
antimicrobianas por meio da modificacdo de superficies dos materiais poliméricos
utilizados em dispositivos médicos hospitalares, surge como nova estratégia para o
controle dessas infec¢des. Assim, este trabalho contribuird para a compreensao da
remediacdo de contaminacédo por biofilmes de Candida albicans sobre substratos de
PU e PDMS, os tipos de poliméricos mais utilizados na producédo dos dispositivos

médicos.

3.1 Objetivo Geral

Investigar o crescimento e as propriedades de filmes ultrafinos de dioxido de
titanio (TiO2) pela técnica de deposicao por camada atdomica (ALD) sobre substratos
de PU e PDMS e discutir seus efeitos no crescimento e processo de inativacao do

biofiime de Candida albicans.

3.2 Objetivos especificos

a) Estudar a cinética de crescimento dos recobrimentos de TiOz, sobre o0s
substratos poliméricos através da curva de crescimento em fungdo do namero de
ciclos ALD e investigar as propriedades fisicas, quimicas e mecanicas dos materiais;

b) Realizar o crescimento da Candida albicans sobre o0s substratos
poliméricos, sem e com recobrimentos de TiOz2, e posteriormente avaliar a capacidade
do material de inibir a adesé&o e crescimento do microrganismo;

c) Irradiar as superficies dos substratos contaminadas com Candida albicans,
utilizando luz UV, visando avaliar o processo de inativacao dos microrganismos devido

a presenca dos recobrimentos sobre os polimeros.



37

4 MATERIAIS E METODOS

O presente capitulo apresenta a descricdo da preparacdo dos substratos
poliméricos e crescimento de filmes finos de TiO2 por ALD sobre substratos PU e
PDMS, em seguida, as técnicas de caracterizacdo de materiais, 0S ensaios
microbioldgicos para crescimento e tratamento do biofilme de Candida albicans com

luz ultravioleta, e o processo de inativacdo de Candida albicans.

4.1 Preparacgao dos substratos poliméricos e crescimento de filmes finos de TiO>
por ALD sobre substratos PU e PDMS

Quadrados de 20 X 20 mm de PU e PDMS comerciais foram utilizados como
substratos, ambos com espessura de 2 mm. Além disso, pedacos de 10 X 10 mm de
wafer de Silicio ( 500 um de espessura, tipo p, 5 x 10 Q.cm, (100) orientacéo,
University Wafer Inc., South Boston, MA, USA) foram utilizados para analises e
discussbes complementares. Antes da deposicdo, 0s substratos poliméricos e de
silicone foram limpos em banho ultrassénico utilizando isopropanol e 4gua deionizada
por 5 minutos e, em seguida, secos com nitrogénio gasoso.

Os filmes de TiO2foram depositados sobre os substratos de PU e PDMS pelo
sistema de ALD TFS-200 (Beneq Oy, Espoo Finland), operando em modo térmico a
temperatura de 80 °C. TiCls (99,95% Sigma Aldrich, Darmstadio Alemanha) foi
utilizado como precursor de titanio e agua deionizada como fonte de oxigénio. Esses
foram mantidos a 20°C e utilizados sem gas de arraste. Cada ciclo ALD do TiO2
consistiu nos seguintes periodos de tempo: pulso de TiCls de 0,25 s; primeira purga
de 2 s; pulso de H20 de 0,25 s; segunda purga de 2 s. Como gas de purga foi utilizado
0 nitrogénio (N2, 99,999% de pureza). Foi utilizado um tubo capilar, adaptado ao reator
para controlar o fluxo precursor injetado na cadmara ALD apenas pela agdo da presséo
de vapor do precursor, isto é, ndo foi utilizado um sistema de borbulhamento. A
pressdo de base do reator foi inferior a 102 mbar e, durante a deposicdo, a pressao
do gés foi mantida a cerca de 1,0 mbar através da insercédo de 300 sccm de N2. Neste
trabalho, o nimero de ciclos de reacéo variou de 500 a 2000 ciclos, com incrementos
de 500 ciclos. Para melhor discutir alguns resultados, as amostras poliméricas foram
classificadas como ndo recobertas (controle) e recobertas com TiOz2 (TC1: 500
CICLOS, TC2: 1000 ciclos, TC3: 1500 ciclos, TC4: 2000 ciclos) (Figura 12).
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Figura 12 — Diagrama esquematico do Reator ALD TFS 200. Deposi¢éo de filme fino TiO2 pelos
precursores TiCls e H20, pulsos de 0,25s respectivamente intercalados com purga de 2s de gas Noa.
Ciclos de reacéo: (TC1: 500 ciclos, TC2: 1000 ciclos, TC3: 1500 ciclos, TC4: 2000 ciclos).
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Fonte: Adaptacdo de PESSOA et al. (2017) a partir de PESSOA, R. S. et al. TiO2 coatings via atomic
layer deposition on polyurethane and polydimethylsiloxane substrates: Properties and effects on C.
albicans growth and inactivation process. Applied Surface Science, v. 422, p. 73-84, 15 nov. 2017.
Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0169433217316331.

4.2 Técnicas de caracterizagdo de materiais

O comportamento térmico dos substratos PU e PDMS foi avaliado por meio
de um analisador térmico Netzsch STA 449-Jupiter. Amostras pesando de 6 a 10 mg
foram colocadas em recipientes de aluminio e aquecidas de 25°C a 1000°C, a 10°C
min, sob uma atmosfera de purga de nitrogénio (50mL mint). Um espectrometro
FTIR de fase gasosa (Bruker) foi acoplado a um analisador térmico permitindo a
investigacao dos principais afluentes de gas durante o processo de aquecimento e,
consequentemente, uma estimativa qualitativa da principal composicdo de cada
substrato.

A espectroscopia de retroespalhamento de Rutherford (RBS) foi usada para
determinar a espessura dos filmes depositados e a composi¢ao elementar (em %) dos
filmes de TiO2. O sistema RBS usa um feixe de 2.2 MeV*He* de um tipo de acelerador
Pelletron com um detector de particulas posicionado a 170° do feixe incidente. O
cbdigo de computador SIMNRA foi utilizado para inferir as propriedades do filme a
partir dos espectros de RBS (MAYER, 1999; CHIAPPIM et al., 2016).

Os detalhes estruturais dos filmes foram avaliados por meio do sistema de

Espectroscopia Raman (Espectrometro da marca Horiba) equipado com um laser lon
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AR (514.5nm) e uma poténcia de laser de aproximadamente 6mW. O espectro Raman
foi obtido a temperatura ambiente em um alcance de 100 a 1000 cmt. Além disso,
para investigar as ligacbes quimicas do filme de TiO2 e substrato, medidas
infravermelhas, foram realizadas em um espectrometro ATR-FTIR Perkin Elmer 400
IR a uma resolucdo de 2 cmt. Cada espectro ATR foi gravado com células em branco
como fundo.

Um equipamento para mensurar angulo de contato Kruss (Modelo DSA 100S),
equipado com um sistema de gravacao, foi usado para medir o angulo de contato
dindmico entre uma gota de agua deionizada ou diiodometano e a superficie das
amostras de polimero com filme fino de TiO2ja depositados. Em resumo, uma unica
gota (2uL) foi depositada na superficie das amostras por um dispositivo automatizado
(sistema seringa-agulha) para gerar uma gota com um volume preciso. Todas as
medidas foram realizadas em uma atmosfera umidificada controlada (~ 60%) e em
triplicata. Para a calibracdo do equipamento foram utilizadas as séries CP23 e CP24
de acordo com as instrugdes do fabricante. Essas séries continham padrdes que
seguiam a forma de gota tedrica de acordo com o método Young-Laplace, isto €, com
formas de 30°, 60° e 120° (desvio de menos 0,1° dos valores nominais). As constantes
polares e dispersivas coletadas de cada liquido em amostras foram usadas para
calcular a energia de superficie (SFE) usando o método Owens. Os valores SFE foram
utilizados para calcular o trabalho termodinamico de adesao (Wadn) entre a superficie
das amostras e as cepas de Candida albicans (SCHNEIDER, 1996; SILVA, 2010).

4.3 Ensaios microbioldgicos: crescimento e tratamento do biofilme de Candida

albicans com luz ultravioleta

Neste trabalho, foi utilizada a cepa padrdao ATCC® (American Type Culture
Collection) de Candida albicans (10231) para o crescimento de biofilme. Uma
suspensdo flngica, a uma concentragdo de 10°® UFC/mL, de Caldo Sabouraud
Dextrose (marca DIFCO), foi preparada e os substratos de PU, PDMS foram
previamente lavados com um detergente multienzimatico (marca 3M™) e secos,
subsequentemente foram colocados em frascos contendo 20mL da suspensao
fungica. Os frascos foram incubados a 37°C durante 24 h sob agita¢céo constante (110

rpm) em incubadora. No final do periodo de incubacéo, as amostras foram removidas
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dos tubos e lavadas com tampao fosfato (PBS, pH = 7,2 £ 0,1) para remover as células
nao aderidas (VASCONCELOS et al., 2014).

4.4 Processo de inativacao de Candida albicans

Relativo ao processo de inativacdo do biofilme, as amostras foram expostas
em paralelo a radiacdo UV utilizando uma lampada UV (pico a 365nm) com uma
irradiancia de 1,1 mW/cm? durante o periodo de 1 hora. Apés a exposicdo a UV, as
amostras nao contaminadas e contaminadas com Candida albicans foram colocadas
em tubos contendo 10 mL de PBS e o biofilme foi desprendido utilizando um agitador
Vértex. Em sequéncia, 0,1 mL desta suspensao foi semeada em agar Sabouraud
Dextrose, pela técnica de espalhamento, e incubadas durante 48h a 37 °C para
determinar o numero de células viaveis em termos de unidades formadoras de
colénias (UFC). A propriedade antifungica dos revestimentos (% de reducédo) foi
calculada com base na razdo de fungos sobreviventes na amostra para 0 numero

inicial  de fungos numa amostra de controle, como se segue:

% de reducio UFC = Nﬂ x 100 (TATLIDIL et al., 2011). Onde No e N sédo o numero de
0

UFCs antes e depois da irradiacdo com UV, respectivamente. Todos 0s experimentos
foram conduzidos em triplicata.

A microscopia eletronica de varredura (MEV) (TM 3000 da Hitachi) foi utilizada
para se obter micrografias das leveduras e/ou hifas de Candida albicans presentes
nas amostras antes e apoés a irradiacdo UV.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo foi subdividido em secfes para melhor descrever os principais
resultados e discutir com a literatura existente, bem como enfatizar as contribui¢coes
inéditas do trabalho. Portanto, foi realizado e apresentado a avaliacdo
termogravimétrica dos substratos PU e PDMS, as andlises Raman e FTIR dos
substratos ndo recobertos e recobertos com TiOz, a andlise RBS para determinacéo
da espessura do filme TiO2 e composicéo elementar dos substratos e do filme TiOz, 0
angulo de contato, o trabalho de adesé&o e crescimento de Candida albicans, e por
fim, andlises MEV das superficies contaminadas por Candida albicans antes e apos

tratamento com radiacédo UV.

5.1 Avaliagdo de Termogravimetria dos substratos PU e PDMS

As Figuras 13a e 13b apresentam as curvas termogravimétricas e primeiras
derivadas (dTGs) dos substratos PU e PDMS sem filme fino de TiOz, respectivamente.

Conforme a figura 13b, o PU comercial apresentou grande estabilidade
térmica até 250°C, portanto ndo foi observado nenhuma perda significativa de massa
até nesse nivel de temperatura.

Uma perda Unica e macica de massa dos substratos, somente foi observada
de 250°C a 480°C (96%), a qual pode ser atribuida a decomposicao térmica das
cadeias poliméricas. Esse evento se inicia com a liberacao de CO(g) e COz2() (no pico
a 2274 cm™) a partir de 290°C e subsequente liberacdo de CHn (nas bandas entre
3000-2700 cmt) contendo grupos de C-O-C (bandas entre 1200-1100 cmt), como
pode ser observado na andlise FTIR em fase gasosa durante o processo de
aquecimento (Figura 13c).

Para o PDMS (Figura 13b), foi observado um estégio Unico e macico de perda
de massa em um alcance de 410-670°C (~ 66,5%), ou seja, mostrou-se bem mais
resistente a temperatura que o PU.

A decomposicado do PDMS sob atmosfera inerte, tal como em N2, geralmente
ocorre devido a despolimerizacdo térmica, que leva a formacdo de
octametilciclotetrasiloxano (OMCTS) e hexametilciclotrisiloxano (HMCTS) como
principais produtos. A literatura relata a formacdo da OMCTS/HMCTS na razéo de 0.1
(GUN’KO et al., 2007).



42

Embora a ligagdo térmica mais fraca em PDMS seja aquela entre C e Si
(ligacdo C-Si, 78 kcal mol?t), os oligbmeros ciclicos formados devido as suas
decomposicdes sugerem que a ligacdo Si-O se rompa (> energia, 108 kcal mol?)
(CAMINO; LOMAKIN; LAZZARI, 2001).

A andlise do espectro FTIR em fase gasosa (Figura 13c) sugeriu uma mistura
tipica de oligbmeros, como esperado, com as principais absorcdes nos seguintes
nimeros de onda: 814 cm (Si-O-C); 1023 cm™ (Si-O-Si) e 1264 cm™ (C-H em Si-
CHs) (CAMINO; LOMAKIN; LAGEARD, 2002).

Figura 13 (a, b) — Andlise termogravimétrica (dTG) de substratos PU e PDMS (atmosfera de N2a 50
mL min~e taxa de aguecimento de 10°C min) e (c) Espectros FTIR da fase gasosa durante o processo
de aquecimento de substratos de PU e PDMS.
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Fonte: Adaptacéo de PESSOA et al. (2017) a partir de PESSOA, R. S. et al. TiO 2 coatings via atomic
layer deposition on polyurethane and polydimethylsiloxane substrates: Properties and effects on C.
albicans growth and inactivation process. Applied Surface Science, v. 422, p. 73-84, 15 nov. 2017.
Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0169433217316331.

Em resumo, a alta estabilidade térmica de até 250°C para PU e PDMS mostra

gue as condi¢des de ALD TiO:z utilizadas neste trabalho, isto &, a 80° C (sob atmosfera
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N2), ndo apresentaram nenhum impacto negativo na integridade do substrato. Além
disso, esses resultados sugerem que trabalhos futuros possam ser realizados na
condicdo de temperaturas mais altas para ALD/TiO2, com o objetivo de entender

melhor a correlacdo da temperatura no processo ALD.

5.2 Anadlises Espectroscopia Raman e Espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) dos substratos nédo recobertos e recobertos com
TiO2

As andlises Raman, foi realizada para determinar a composi¢cao do material.
A Figura 14, mostra espectros Raman de substratos poliméricos ndo recobertos (a) e
substratos poliméricos recobertos com TiO2 e (b) para condicdes de 2000 ciclos.
Quando cultivada em estrutura cristalina anatase, o respectivo espectro Raman de
TiO2 apresenta os quatro principais modos ativos Raman, nomeadamente, Aig (519
cm™), Big (397 cm?) e Eq (144 e 636 cm?) (CHIAPPIM et al., 2016; TESTONI et al.,
2016). Ficou evidente a condicdo amorfa dos filmes finos de TiO2, apds sua deposicao,
devido a falta de um pico forte a 144 cm para ambos substratos poliméricos.

Figura 14 — Espectro Raman de substratos PDMS e PU néo recobertos (a) e recobertos de TiO2 (b).
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Fonte: Adaptacdo de PESSOA et al. (2017) a partir de PESSOA, R. S. et al. TiO2 coatings via atomic
layer deposition on polyurethane and polydimethylsiloxane substrates: Properties and effects on C.
albicans growth and inactivation process. Applied Surface Science, v. 422, p. 73-84, 15 nov. 2017.
Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0169433217316331.
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A ligacao diferente presente em substratos nao recobertos e recobertos por
TiO2 foi investigada pela analise da espectroscopia FTIR. As Figuras 15a e 15b
apresentam, respectivamente, o espectro FTIR para o substrato PU nédo recoberto e
para o PU recoberto com o filme de TiO2 depositado para diferentes nimeros de ciclo
de reagéo.

Primeiramente, os principais picos do espectro FTIR do substrato PU foram
identificados. A banda de absorvancia no nimero de onda de 3296.8 cm™ é atribuida
a vibracdo de alongamento do N-H (CHARPENTIER et al., 2012). Os picos a 2940
cm™* e 2854 cm™ podem ser atribuidos as vibragcées de alongamento assimétricas e
simétricas do CHz, respectivamente (VASCONCELOS et al., 2011).

A banda em 1728 cm é atribuida as vibracdes de alongamento de grupos
C=0, ligados a hidrogénio. A banda em 1530 cm™ é da amida Il (dobra de uretano N-
H + alongamento C-N), e as bandas no nimero de onda de 1228 cm™ e 1100 cm**
sdo atribuidas a vibracdo de valéncia de C-O-C (modos de alongamento de ligacéo
Unica C-O) (ZAVASTIN et al., 2010).

Em segundo lugar, os espectros FTIR do substrato do filme TiO2/PU foram
analisados e permitiram verificar que as bandas de absorvancia tipicas de PU estéo
presentes. Entretanto, devido ao aumento do numero de ciclos de reacdo (ou
espessura do filme), foi observado uma diminuicdo na intensidade das principais
bandas de absorvancia para PU. Somente as bandas de absorvancia relacionadas ao
grupo N-H e para o intervalo de nimero de onda de 450-800 cm aumentou com o
ciclo de reacao.

Kong e Narine (2007), observaram que o aumento de intensidade de banda
de absorcdo do grupo N-H esta relacionado com a diminuicdo da razdo molar
OH/NCO, evidenciando que a concentracdo das ligacbes de uretano no PU é
aumentada. Por outro lado, acredita-se que o aumento das bandas de absorvancia
entre 450-800 cm™ seja devido as ligacdes Ti-O e Ti-O-Ti (VASCONCELOS et al.,
2011; ZEITLER; BROWN, 1957).

As figuras 15c e 15d apresentam o espectro FTIR para o substrato PDMS néo
recoberto e PDMS recoberto com filme de TiO2 depositado sob as mesmas condi¢des
das amostras de PU. Bandas de absor¢cdo a um alcance de numero de onda de 3000
- 2750 cm™ sé&o atribuidos ao modo de vibracédo do alongamento C-Hn, (BANERJEE;
CHATTOPADHYAY, 2014). Pode-se observar que o pico em torno de 2961 cm fica
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menos intenso com o0 aumento do nimero de ciclos, enquanto picos entre 2950 e 2800
cm-! ficaram mais elevados.

A 1411 cm?, ha uma banda de absorcédo caracteristica da deformacédo dos
grupos metil. A banda de absorgéo forte a 1256 cm é atribuida ao modo de vibragéo
do alongamento -Si-CHs (BRUNI et al., 1999).

A banda de absorc¢éo forte a 1072 e 1013 cm™ séo atribuidas ao modo de
vibragdo do alongamento Si-O-Si. A banda de absorcdo a 782 cm™ é atribuida ao
modo de vibracdo assimétrico do alongamento Si-O-Si, enquanto a banda de
absorcdo 689 cm ! esta relacionada a deformacédo da ligacdo Si-O-Si (HANAOR;
TRIANI; SORRELL, 2011; TAVARES et al., 2014).

Figura 15 — Espectros FTIR de substratos de PU néo recobertos e recobertos por TiOz (a,b) e Espectro
FTIR de substratos de PDMS néo recobertos e recobertos por TiOz2 (c,d).
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Fonte: Adaptacdo de PESSOA et al. (2017) a partir de PESSOA, R. S. et al. TiO2 coatings via atomic
layer deposition on polyurethane and polydimethylsiloxane substrates: Properties and effects on C.
albicans growth and inactivation process. Applied Surface Science, v. 422, p. 73-84, 15 nov. 2017.
Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0169433217316331.
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A partir da andlise FTIR, pode-se observar picos similares para PDMS
recoberto por filme fino de TiO2 no alcance de nimero de onda de 400-3000 cm,
onde, para nimeros de onda mais baixos que 1800 cm (Figura 15d), observou-se
uma diminuicdo de intensidade de numeros de onda para 0s picos principais de
PDMS. Esse comportamento também foi observado para PU e foi atribuido ao
aumento da espessura do filme de TiO2. Enquanto isso, um amplo pico de absorcdo
aparece em torno de 3400 cm* indicando a formacé&o de grupos hidroxila (HUSZANK
et al., 2011). Logo, ocorreu reducdo de intensidade de niamero de onda para 0s
principais picos a medida que aumentou a espessura do filme TiO2/PU e TiO2/PDMS.

5.3 Analise espectroscopia de Retroespalhamento Rutherford (RBS):
determinacdo da espessura do filme TiO2 e composicdo elementar dos
substratos recobertos pelo filme TiO>

Como observado nas analises de Termogravimetria, FTIR da fase gasosa e
ATR-FTIR, o PU comercial usado neste trabalho € composto de C, O, N e H,
corroborando com a composicdo principal dos PUs investigados na literatura
(BRZESKA, 2015).

Foi utilizado a técnica RBS para determinar a espessura do filme TiOz e a
composicédo elementar do PU recoberto por TiO2. Entretanto, para isso, foi necessario
conhecer a composicao elementar do substrato PU, pois durante o levantamento do
referencial tedrico, ndo foi encontrado estudo publicado apresentando a composi¢céo
elementar do PU.

Devido a pouca sensibilidade da técnica RBS para elementos leves, como
hidrogénio (BORYSIUK et al.,, 2013), foram feitos ajustes entre espectros
experimentais e simulados (Figura 16) e por isso, nao foi considerado o hidrogénio na
composicao elementar dos substratos poliméricos nesta etapa.

A Figura 16a mostra os espectros RBS experimental e simulado do filme de
TiO2 depositado em PU na condi¢cdo de 2000 ciclos de reagdo. Para se adequar ao
espectro RBS experimental, primeiramente foi necessario conhecer a composicao
elementar do substrato de PU usado neste trabalho.

A proporcao calculada de cada elemento foi encontrada como se segue:
C=66,6%, 0=16.7% e N= 16.7%. Para alcancar esse resultado, foi levado em

consideracao o filme de TiO2 e a rugosidade da superficie entre o substrato e filme
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(condicéo da simulacdo 1). Observe que, se a rugosidade da superficie ndo tivesse
sido considerada durante o ajuste do espectro RBS experimental (condicdo simulacéo
2), poderia se obter uma espessura de filme de TiO2 e uma composicao elementar
néo fidedigna como resultado.

No caso da Figura 16a, as concentracdes simuladas de Ti e O em filme TiO2
foram de 29% e 69% respectivamente. Por causa da baixa temperatura do processo
ALD, ainda h& presenca de cloro no filme, cuja concentracao foi calculada cerca de
2%.

No que diz respeito ao PDMS (Figura 16b), as analises de TG, FTIR da fase
gasosa e ATR-FTIR indicaram uma composicédo de Si, C, N, O e H, como foi esperado.
Como o hidrogénio ndo estava incluido na simulacdo, a proporcdo dos elementos
PDMS foi ajustada como segue: Si=21.8%, C=23.6%, N=27.3% e 0=27.3%. Para este
propdsito, foi necessario considerar a rugosidade da superficie entre o substrato e o
filme para melhor ajuste com a curva RBS experimental.

Em relacdo ao filme TiO2, as concentracdes de Ti e O foram de 29% e 65%,
respectivamente. A reducdo de O estava relacionada a incorporagao de cloro, que,
para o TiO2/PDMS, foi de 6%. Esse fato indica que um tipo de substrato polimérico
teve influéncia consideravel na adsor¢éo de cloro durante o processo de ALD a baixa
temperatura quando um halogeneto TiCls foi usado.

Como indicado por Parsons (2011), os primeiros poucos ciclos de crescimento
por ALD podem resultar em diferentes tipos de ligagdes quimicas na superficie dos
poliméricos comparando-se ao mesmo processo ALD em superficies solidas
inorganicas, tais como o silicone.

Para melhor discutir a questdo mencionada e validar as simulacdes feitas para
substratos poliméricos, também foram analisados os filmes TiO2 depositados no
substrato Silicio — Si (100) (Figura 16c¢). O sinal retroespalhado da camada TiO2
depositada para o substrato Si (100) levou ao aparecimento de um pico de Ti bem
definido, como também picos definidos de O e ClI.

Em relacéo ao substrato Si, foi observado que as concentracdes de Ti, O e Cl
foram de 30%, 66% e 4%, respectivamente, o que corroborou com as analises prévias
retratadas nas figuras 16a e 16b. E importante enfatizar que, para o Si como substrato,
o filme TiO2 segue a sua superficie caracterizada por baixa rugosidade (na ordem de
0.2 nm RMS (TESTONI et al., 2016; ELAM et al., 2003).
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Devido a baixa rugosidade de superficie do Si e caracteristicas amorfas do
TiO2 (GUO et al., 2017), para efeito de simulagéo do espectro RBS, a rugosidade da

superficie entre os materiais ndo foi considerada.

Figura 16 — Espectros RBS de substratos de TiO2/PU, TiO2/PDMS e TiO2/Silicio(100). O filme de TiO2
cresceu em condi¢8es de 2000 ciclos de reagao.

(a) 2% T|—=— Experimento [ — '
—— Simulago 1 TiO ,+ Poliuretano
1000 41- - « - - Simulagio 2 4\ i
— Composigio elementar: )
= 800 TitAnio ~ 29% ‘ 5
© Oxigénio = 69%
== Cloro = 2%
g 600 ~ Espessura do filme = 128.9 nm =
S
-— 2
= 400 o e E
(@]
(&)
200 - E
04 . r et ",‘ T
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
(b) 1400 T T T T T T T
Composi¢do elementar: TiO _,+ PDMS
1200 titanio = 29% = 1
—~ & oxigénio = 65%
S 000 4 & cloro = 6% i
E’, . Espessura do Filme ~ 154.9 nm
& 800 4 E
0]
()}
S 600 E
c
o
O 400 - -
200 - E
0 < T T r T 3 : e,
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
(c) T T T T T T T
2000 - o —o— Experimento | -
l Simulagio
S5 500 -+ 4
L
=
&, 200 - -
g TiO + Silicio (100)
o) composigao elementar:
O ggp J titanio = 30% il
oxigénio = 66% Si Ti
cloro = 4% cl
espessura do filme = 124.2 nm 1 1

T T T T
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Energia (keV)

Fonte: Adaptacdo de PESSOA et al. (2017) a partir de PESSOA, R. S. et al. TiO2 coatings via atomic
layer deposition on polyurethane and polydimethylsiloxane substrates: Properties and effects on C.
albicans growth and inactivation process. Applied Surface Science, v. 422, p. 73-84, 15 nov. 2017.
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A Figura 17 mostra a espessura do filme e o crescimento por ciclo (GPC) dos
filmes finos de TiO2 por ALD crescidos sobre PU, PDMS e Si(100) em fungédo do
namero de ciclos, assim determinados para este estudo: (TC1: 500 ciclos, TC2: 1000
ciclos, TC3: 1500 ciclos, TC4: 2000 ciclos).

Na Figura 17a, uma associacao linear da espessura do filme com o numero
de ciclos de reacéo para substratos PU e Si (100) foi observada. O crescimento linear
€ caracteristico dos processos ALD, como ja apresentado na literatura, outros 6xidos
tais como Al203 e HfO2 também apresentaram este comportamento (AARIK et al.,
2013; RITALA et al., 1994). Para o caso do PDMS, essa linearidade nao foi bem
seguida nos primeiros 500 ciclos, porém, a partir de 1000 ciclos, foi observado esse
comportamento.

Em relagdo ao GPC em funcdo do numero de ciclos para este estudo,
representado na Figura 17b, observou-se uma dependéncia do tipo de substrato e do
namero de ciclos de reacdo, apresentando um GPC consideravel para o TiO2
depositado no PDMS e no Si (100).

Sabe-se que o GPC depende das propriedades da superficie do substrato,
bem como das propriedades do filme em crescimento. Como a influéncia da superficie
do substrato evidentemente diminui com o aumento da espessura do filme, enquanto
as propriedades da superficie do filme em crescimento podem mudar
significativamente durante um processo ALD, uma dependéncia acentuada do GPC
em relacdo ao numero de ciclos de reacao pode aparecer. Dados que também foram
observados previamente em outros estudos (AARIK et al., 2013; TARRE et al., 2008).
Figura 17 — Espessura dos filmes de TiO2 crescidos sobre os substratos PU, PDMS em funcédo do

namero de ciclos ALD. O GPC dos filmes de TiO: crescidos em substrato de Silicio(100) foi considerado
para comparacao.
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Fonte: Adaptacédo de PESSOA et al. (2017) a partir de PESSOA, R. S. et al. TiO2 coatings via atomic
layer deposition on polyurethane and polydimethylsiloxane substrates: Properties and effects on C.
albicans growth and inactivation process. Applied Surface Science, v. 422, p. 73-84, 15 nov. 2017.
Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0169433217316331.

A Figura 18 apresenta a composicao elementar dos filmes de TiO2 em funcéao
do numero de ciclos para PU, PDMS e Si. A Figura 18a, mostra a concentracao de Ti
em funcdo do numero de ciclos. Para o PDMS observou-se um aumento da
porcentagem de Ti, enquanto que para PU e Si a % de Ti ficou saturada para o nimero
de ciclos de reacao maior que 1000.

No caso do oxigénio, a Figura 18b mostrou que a concentracdo de Oxigénio
foi na ordem de 66% para Si e variou de 67-69% para PU. Para PDMS, a % Oxigénio
variou de 61% a 64.6% quando o numero de ciclos de reacdo foi de 500 a 1000,
saturando para valores mais altos que 1000.

A correlacdo da concentracdo de cloro com a reacao do ciclo € mostrada na
Figura 18c. Nota-se que a concentragédo de Cloro diminuiu quase linearmente com o
nimero de ciclos de reacdo para ambos os substratos de PU e PDMS. A medida que
0 numero de ciclos de reacdo aumentava, a concentracdo de cloro diminuiu de 12%
para 4.5% e de 4% para 2% para PDMS e PU, respectivamente. Enquanto isso, para
os filmes de TiO2 depositados em Si (100), a concentragdo de cloro variou de 4% a
5%.

Apesar desse estudo nédo ter analisado a biocompatibilidade dos filmes
dopados com cloro para aplicacdes em dispositivos biomédicos, infere-se que na
temperatura corporal de 37°C, ndo haveria risco do cloro desprender-se dos

substratos e tornar-se toxico para o organismo. Alguns estudos demonstraram que na
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medida que processos ALD sao realizados a temperaturas mais altas, a porcentagem
de cloro nos substratos diminui (LEEM et al., 2014; CHIAPPIM et al., 2016).

Figura 18 — Composicéo elementar (em %) de filmes finos de TiO2 obtidos por Espectro RBS em funcéo
do niimero de ciclos de reagdo para substratos de Silicio(100), PU e PDMS. Titanio (a), Oxigénio (b), e
Cloro (c).
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Fonte: Adaptacdo de PESSOA et al. (2017) a partir de PESSOA, R. S. et al. TiO2 coatings via atomic
layer deposition on polyurethane and polydimethylsiloxane substrates: Properties and effects on C.
albicans growth and inactivation process. Applied Surface Science, v. 422, p. 73-84, 15 nov. 2017.
Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0169433217316331.
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A alta variacdo e a diferenca da concentracdo de cloro de acordo com a
espessura do filme de TiO2 e o tipo de substrato € intrigante. Banerjee e
Chattopadhyay (2014), relataram a dopagem dos filmes finos de DLC com cloro e
verificaram, por meio do FTIR, que o modo de vibragéo relacionado ao C-Hn esté
diretamente relacionado a concentracao cloro no filme.

No presente estudo, esse fato pode também ser observado no espectro FTIR
(Figura 15 a, c). Para o PDMS, a variacao consideravel de intensidade nos picos C-
Hn foi observada a medida que a espessura do filme TiO2 aumentava, enquanto
somente uma pequena variacao foi observada para PU. Por sua vez, esses resultados
corroboram com o comportamento da concentracdo de cloro observada para ambos
os substratos de PU e PDMS.

Além disso, uma explicacdo plausivel para a reducdo de cloro com a
espessura do filme de TiO2 depende do fato de que, enquanto o TiO2 cresce em um
substrato polimérico, os radicais TiCls (precursor) e o HCI (subproduto) podem reagir
com a superficie do polimero, o que permite uma melhor absorcéo de cloro. A medida
gue a espessura do filme aumenta, essas reacdes séo reduzidas.

No que diz respeito as concentra¢des de cloro mais baixas nos filmes de TiO2
cultivados em PU comparando-se com PDMS e Si, a auséncia de Silicio na estrutura
guimica do poliuretano pode ser a razdo mais provavel para este efeito, pois a
superficie do PDMS tem uma taxa de adsorcdo mais alta para o cloro (KALERED et
al., 2013).

5.4 Angulo de contato, trabalho de ades&o e crescimento de Candida albicans

A Figura 19 apresenta o angulo de contato com a superficie da dgua (ACA) e
a energia de superficie (SFE) em funcdo do nimero de ciclos para substratos de PU
e PDMS (controle) e recobertos, sob diferentes ciclos de reagao para o crescimento
de filmes de TiO>, isto é, TC1 = 500 ciclos, TC2= 1000, TC3=1500 e TC4=2000. E
importante enfatizar aqui que as medidas foram feitas apos 80h de deposicéo do filme
de TiO2. Como pode ser observado na Figura 19a, o ACA da agua para controle de
PU foi de 107,3°, enquanto para TiO2/PU variou, quase linearmente, de 76,8° (amostra
TC1) a 70,1° (TC4). O angulo de contato de TC4 correspondeu a uma reducdo de

35% em relacdo a amostra controle. De modo inverso, a Figura 19b aponta que, para



53

amostra controle PDMS, o ACA foi de 128,7°, o que reduziu um pouco para 116,3°

(amostra TC4), isto €, uma

reducao de 9.6%.

Figura 19 — Angulo de contato e energia de superficie para ambos os substratos: (a) PU controle e PU
recoberto por TiO2; (b) PDMS controle e PDMS recoberto por TiO2, em funcdo do niumero de ciclos.
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Fonte: Adaptacdo de PESSOA et al. (2017) a partir de PESSOA, R. S. et al. TiO2 coatings via atomic
layer deposition on polyurethane and polydimethylsiloxane substrates: Properties and effects on C.
albicans growth and inactivation process. Applied Surface Science, v. 422, p. 73-84, 15 nov. 2017.
Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0169433217316331.
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Os grupos metil no PDMS tornam a sua superficie intrinsicamente hidrofébica
(FUARD et al., 2008). A partir desses resultados, pode-se inferir que o recobrimento
de TiO2 funcionou melhor para reduzir o carater hidrofébico da amostra de PU quando
comparado ao PDMS. Embora a aplicacao do recobrimento de TiO2 no PDMS ou PU
para melhorar propriedades antimicrobianas n&do tenham sido encontradas na
literatura, outros materiais ja foram testados, como o Al20s. Spagnola et al.
investigaram a estabilidade de molhabilidade do revestimento PDMS com o Al203 sob
temperatura baixa (120°C) por ALD. Eles observaram que o angulo de contato de
PDMS foi reduzido em ~ 9% para filmes com espessura por volta de 10 nm.

Uma das mais importantes aplicacbes da medida do angulo de contato é a
avaliacdo do SFE do sdlido, que é equivalente a tenséo superficial da agua. O total
SFE é a soma de seus componentes polares e dispersivos. O componente polar € o
indicador quantitativo de hidrofilicidade. No caso do PU, o aumento da SFE é
justificado devido a um aumento no componente polar com o tratamento. Isso pode
favorecer o espalhamento celular e de suas proteinas sobre a superficie (VAN DER

VALK et al., 1983). Por outro lado, nenhum padréao foi encontrado para PDMS.

Os resultados do angulo de contato foram obtidos sem o tratamento de
radiagao UV, para que se possa verificar a influéncia do filme de TiO2 no cultivo da
Candida albicans comparando-se a substratos ndo recobertos. Quanto maior € o
angulo de contato ou mais positivo € o trabalho de adesdo (Wadn), mais desfavoravel
€ a adesdo de microrganismo em uma superficie (SOUSA; TEIXEIRA; OLIVEIRA,
20009).

A Figura 20 apresenta o trabalho de adesado (Wadn) entre a superficie das
amostras e as cepas de Candida albicans. Observa-se que, para o PU, 0 Wadh diminui
consideravelmente com o aumento da espessura do filme de TiOz, alcangcando um
valor negativo para a amostra TC4. Por outro lado, para o PDMS, 0 Wadh das amostras
recobertas com TiO2 aumentou ligeiramente o pico com relacdo ao controle e com a
espessura do filme. Portanto, o crescimento de filmes de TiO2 por ALD em PU pode
favorecer a fixacao de leveduras de Candida albicans, enquanto para o PDMS pode

reduzi-la.
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Figura 20 — Trabalho termodindmico de adeséo entre as cepas de Candida albicans. e as superficies
das amostras néo recobertas e recobertas com TiOx.
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Fonte: Adaptacdo de PESSOA et al. (2017) a partir de PESSOA, R. S. et al. TiO2 coatings via atomic
layer deposition on polyurethane and polydimethylsiloxane substrates: Properties and effects on C.
albicans growth and inactivation process. Applied Surface Science, v. 422, p. 73-84, 15 nov. 2017.
Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0169433217316331.

Para verificar esses resultados, a contagem das Unidades Formadoras de
Colbnias (UFCs) ap6s o crescimento de Candida albicans em substratos foi realizado
(Figura 21). Os resultados indicam aumento da adesao de leveduras de Candida
albicans para a amostra controle de PU e para as amostras de TiO2/PU em TC3 e
TCA4.

No entanto, para o0 PDMS, um comportamento diferente foi observado, ou
seja, a cobertura da superficie do PDMS com TiO2, em TC1l, aumentou
consideravelmente a fixacdo de leveduras de Candida albicans em comparacédo com
0 controle, ja a partir de TC2, TC3 e TC4, observa-se reducédo da adeséao, ficando

constante independente do aumento do nimero de ciclos de reacao.
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Figura 21 — Contagem de unidades formadoras de colénias (UFCs)/mL de leveduras de Candida
albicans cultivadas nas amostras néo recobertas (controle) e nos substratos recobertos com TiOz.
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Fonte: Adaptacdo de PESSOA et al. (2017) a partir de PESSOA, R. S. et al. TiO2 coatings via atomic
layer deposition on polyurethane and polydimethylsiloxane substrates: Properties and effects on C.
albicans growth and inactivation process. Applied Surface Science, v. 422, p. 73-84, 15 nov. 2017.
Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0169433217316331.

Com o objetivo de complementar os resultados anteriores, foram obtidas
micrografias por microscopia eletrénica de varredura (MEV) de algumas amostras e
apresentados na Figura 22. Como pode ser observado nas ilustracdes, embora a UFC
tenha aumentado com a espessura do filme TiO2/PU, a estrutura morfolégica do
Candida albicans muda quando o PU é recoberto com TiO2, ou seja, a estrutura
comum de leveduras e hifas de Candida albicans desenvolvida na superficie de PU
foi reduzida para somente leveduras nas amostras TiO2/PU, indicando a ocorréncia
de supresséao da transicao levedura-hifa do Candida albicans na superficie, devido ao
recobrimento do filme de TiO..

Esse resultado ressalta que o filme TiO2 pode melhorar a propriedade
antimicrobiana do PU recoberto com TiO2, mesmo sem exposi¢cédo a UV, além disso,
inibe a formacéo de biofilme.

Brzeska (2015) estudou a inibicao fungica e bacteriana do PU n&o recoberto
e concluiu que, nos testes para a bactéria Estafilococos aureus e Escherichia coli,
ocorreu reducao de seu crescimento, entretanto, nos experimentos com o cultivo de

Candida albicans em PU néo recoberto, ndo foi observado nenhuma inibicdo de
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crescimento. Dessa forma, os filmes de TiO2 produzidos neste trabalho, podem
contribuir para o desenvolvimento de superficies de PU com propriedades antifangicas
(XU; SIEDLECKI, 2012).

Para as amostras de PDMS, as micrografias MEV confirmam os resultados da
contagem de UFCs, onde uma quantidade maior de fixacdo de cepas de Candida
albicans foi observada em algumas partes da amostra TC1 e dispersao de leveduras
foi observada na amostra TC4. Como observado, os resultados da contagem de UFCs
e micrografias MEV, ndo estdo de acordo com o Wadh, especialmente para as
amostras TC1. Portanto, pode-se concluir que o recobrimento de TiOz2 a baixa
temperatura por ALD em PDMS néo melhora o resultado comparado com a amostra

controle, mesmo em altas espessuras de filme.

Figura 22 — Micrografias por MEV de leveduras de Candida albicans cultivadas nas amostras de
substratos controle e substratos de PU e PDMS recobertos com TiOz,
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Fonte: Adaptacdo de PESSOA et al. (2017) a partir de PESSOA, R. S. et al. TiO2 coatings via atomic
layer deposition on polyurethane and polydimethylsiloxane substrates: Properties and effects on C.
albicans growth and inactivation process. Applied Surface Science, v. 422, p. 73-84, 15 nov. 2017.
Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0169433217316331.
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5.5 Analises MEV das superficies contaminadas por Candida albicans apo6s

tratamento com radiacédo UV

A mensuracdo das atividades antifungicas dos substratos TiO2/PU e
TiO2/PDMS, foi analisada nas amostras contaminadas por Candida albicans apos
tratamento por luz UV (365nm) apés o periodo de exposicao de 1 hora. A Figura 23,
mostra a reducao em % de UFC para amostras controle (ndo recobertas) e para
amostras recobertas com TiO2 de ambos os substratos.

Em relagdo as amostras de PU controle, pode-se observar uma reducéo de
UFC de aproximadamente 70% para amostra PU controle, enquanto para TiO2/ PU a
reducdo da % de UFCs foi menor (nas amostras TC1, TC2 e TC4), permanecendo a
mesma porcentagem de PU controle (~ 70,4%, na amostra TC3). Para o caso das
amostras de PDMS, a reducdo de UFCs foi entre 79% a 83% para amostras

TiO2/PDMS, enquanto para o controle foi de aproximadamente 25%.

Figura 23 — Porcentagem de reducéo das coldnias de Candida albicans em substratos de PU e PDMS
nao recobertos(controle) e recobertos com TiO2 apds exposicao a UV.
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Fonte: Adaptacdo de PESSOA et al. (2017) a partir de PESSOA, R. S. et al. TiO2 coatings via atomic
layer deposition on polyurethane and polydimethylsiloxane substrates: Properties and effects on C.
albicans growth and inactivation process. Applied Surface Science, v. 422, p. 73-84, 15 nov. 2017.
Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0169433217316331.
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As micrografias MEV representadas na Figura 24 corroboram com o0s
resultados da Figura 23 para amostras de PU. Observa-se que apds a exposi¢cao aos
raios UV, as hifas formadas no controle foram destruidas e poucas leveduras podem
ser vistas na superficie.

Embora uma alta densidade de levedura seja observada para a amostra
tratada TC1 do PU, muitas dessas leveduras estdo inativas, como ilustrado na
micrografia MEV com aumento de 5K (Figura 24). E importante enfatizar, que a
comparacao entre as figuras 22, 24 e 25 permite verificar que a adeséo da levedura
de Candida albicans é altamente ndo linear nas superficies das amostras, porém os
dados da UFC fornecem uma estimativa das leveduras capazes de formar colénias
na area total da amostra analisada.

Com relacdo a morfologia do substrato, na Figura 24 e 25, pode-se notar que
a exposicdo aos raios UV causou a formacgdo de rachaduras na superficie dos
substratos néo recobertos, provavelmente devido ao tempo da exposicao utilizado
neste trabalho. Esse fato promoveu o destaque do filme TiO2 em alguns pontos dos
substratos TiO2/PU apresentados na Figura 24.

As micrografias MEV (Figura 25), confirmaram a andlise de reducéo de UFCs
(Figura 23) para amostras TiO2/PDMS, que apresentaram uma mudanca drastica na
morfologia das leveduras de Candida albicans para a amostra TC1 e leveduras
inativas com tamanho reduzido para amostras TC4, indicando a atividade
fotocatalitica do filme ALD/TiOz a baixa temperatura em PDMS.

Os resultados satisfatorios foram contrarios ao tipo de substrato quando
comparados com ensaios de inibicdo de crescimento de Candida albicans. Pode-se
deduzir que isto esta relacionado a concentracéo de cloro nos filmes TiO2 (Figura 18c).
Observa-se que nos filmes TiOz cultivados em substratos de PDMS, ocorre uma maior
concentracdo de cloro em comparacdo com TiO2/PU, indicando sua possivel
influéncia nas propriedades fotocataliticas (ou fungicidas) do TiO2. Além disso, o
comportamento da concentracédo de cloro em relacdo ao numero de ciclos de reacéo
foi seguido pela reducao das colénias de Candida albicans. Experimentos adicionais,
como o0 uso do azul de metileno, para filme/substrato, com a finalidade de
fotodegradacéao, estdo sendo estudados para melhor explicar os fotocomportamentos

diferentes.
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Figura 24 — Micrografias MEV de amostras PU (controle e recobertas com TiO2) contaminadas por
Candida albicans ap6s exposicao a radiacdo UV.
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Fonte: Adaptacdo de PESSOA et al. (2017) a partir de PESSOA, R. S. et al. TiO2 coatings via atomic
layer deposition on polyurethane and polydimethylsiloxane substrates: Properties and effects on C.
albicans growth and inactivation process. Applied Surface Science, v. 422, p. 73-84, 15 nov. 2017.
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Figura 25 — Micrografias de MEV de amostras PDMS (controle e recobertas com TiO2) contaminadas
por Candida albicans apés exposicédo a radiagdo UV.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho de doutorado, foram obtidos filmes finos, com espessuras
variadas, de TiO2 amorfo dopados com cloro (2 a 12%) em substratos poliméricos de
poliuretano (PU) e PDMS pela técnica de deposicao por camada atémica (ALD).

Uma das vantagens da técnica ALD é a realizacao dos processos em baixas
temperaturas, sendo aplicavel a substratos termossenssiveis. Pela analise de
Termogravimetria e FTIR, foi evidenciado que os substratos de PU e PDMS
apresentaram estabilidade térmica, mantendo sua integridade durante os processos
ALD/TiOz2 nas condi¢fes de temperatura a 80°C aplicadas neste trabalho. Nao houve
mudanca efetiva das ligagdes quimicas dos substratos, apenas reducdo da
intensidade de ndmero de onda para 0s principais picos, devido a0 aumento da
espessura do filme.

A condicdo amorfa dos filmes finos de TiO2, ap6s a sua deposicdo, foi
verificada pela analise de Espectroscopia Raman, devido a auséncia de modificacdes
dos principais picos comparados com a analise da estrutura de TiO2em fase cristalina
anatase.

A andlise RBS permitiu determinar a composicdo elementar do PU,
contribuicdo importante para a literatura. O filme de TiO2 crescido em PDMS teve um
teor mais elevado de cloro (até 12%) em sua composicdo elementar, quando
comparado a superficie de PU e Si (100), devido a natureza amorfa do material. A
porcentagem de cloro diminuiu linearmente com o nimero de ciclos de reagéo para
ambos os substratos. Foi observado um consideravel crescimento por ciclo (GPC) de
filme de TiO2 depositado em PDMS.

Testes biol6gicos juntamente com a mensuracdo do angulo de contato
indicaram que os filmes de TiO2 por ALD reduziram o crescimento da Candida albicans
para o substrato PU, enquanto, para PDMS, um aumento foi observado em
comparacao ao controle. Esse fato estd de acordo com os dados referentes ao
trabalho de adeséao (W), onde quanto menor o valor do angulo de contato, mais
favoravel é a adeséo de leveduras de Candida albicans.

Estas andlises, confirmadas pelas medidas MEV, mostraram que o filme TiO2
suprimiu a transicéo levedura-hifa da Candida albicans em PU. Portanto, o filme TiO2
pode melhorar a propriedade antimicrobiana de PU mesmo sem a exposi¢do UV,

inibindo a formacgé&o da estrutura do biofilme.
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Em paralelo, quando as amostras contaminadas foram tratadas por luz UV, o
PDMS recoberto por TiO2 apresentou reducédo de coldnias de 79 a 83%, enquanto
para o PU recoberto de TiO2 n&o se observou nenhuma melhora. Uma explicagéo
possivel é que, a maior concentracdo de cloro no TiO2/PDMS em comparagdo com o
TiO2/PU, promoveu um aumento na atividade fotocatalitica.

Portanto, pode-se inferir que filmes de TiO2 amorfo dopados com cloro,
crescidos por ALD, em superficies poliméricas biomédicas tém propriedades
fungistaticas e quando irradiados com luz UV, no caso de contaminag&o, apresentam

propriedades antifingicas.
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7 TRABALHOS FUTUROS

e Realizacdo da deposicao de filme fino de TiO2 por ALD em condi¢cbes de
temperaturas mais altas (> 80°C) para entender melhor a correlacdo da temperatura
com a concentracao de cloro;

e Andlise da biocompatibilidade dos substratos PU e PDMS recobertos com
TiO2 dopados com cloro;

e Realizacao de estudos similares com o PVC, material utilizado com frequéncia
em dispositivos biomédicos;

e Realizagdo de estudos similares nos substratos de formatos tubulares
semelhantes aos formatos dos dispositivos biomédicos;

e Realizacdo de andlises de processos inflamatérios do sangue sob contato

com superficies de substratos poliméricos recobertas com TiO2 por ALD.
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