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RESUMO
A contaminacdo em implantes ortopédicos compreende um problema na saude

mundial, pois intervém diretamente no bem-estar do paciente, no complexo
diagndstico e nos altos custos do tratamento. O quadro de infec¢cdo em sitio cirargico
(ISC) pode chegar a 15% dos pacientes hospitalizados e, quando ha presenca de
implantes, podem ser dificeis de tratar, pois estdo relacionadas a formacédo de
biofilme. A necessidade de explante em animais acometidos por fraturas expostas,
corrigidas com fixacdo interna, € de 21%. Por isso, atualmente, a propriedade
antibiofilme tem sido considerada altamente desejavel para aplica¢cdes médicas, e 0
uso do revestimento de DLC, como biomaterial, tornam-se bastante atraentes neste
cenario. A biocompatibilidade do DLC ja esta bem consolidada em artigos de reviséo
e, gracas as suas excelentes propriedades, ja tem sido comercializado por empresas
da area médica, com o intuito de melhorar a resisténcia dos dispositivos. A bactéria
Serratia marcescens € clinicamente significativa porque esta frequentemente
envolvida em diversas infeccfes associadas aos cuidados da saude. Sua patogénese
€ complicada devido aos varios fatores de viruléncia e capacidade de formacéo de
biofilme. A estrutura do DLC permite a infiltracdo de oxigénio em sua superficie,
produzindo assim, espécies reativas de oxigénio (ERO). Esta pesquisa pretende
avaliar se o revestimento de DLC em implante ortopédico é eficaz para inibir o
crescimento de biofilme bacteriano de S. marcescens, in vitro, e por qual método isto
ocorre. O presente experimento foi conduzido em trés grupos, no qual foram
utilizadas uma placa ortopédica de titdnio, uma placa ortopédica de titanio revestida
com DLC, e 0,1g de la de vidro, para o grupo controle. Os implantes e a |a de vidro
foram colocados em frascos Erlenmeyer com meio de cultura e, em seguida, foram
autoclavados e depois inoculada a bactéria S. marcescens, em cada frasco. O
crescimento se deu com os frascos fixados em uma incubadora shaker, durante 48h.
O biofilme foi extraido de cada grupo e quantificado em um espectrofotémetro.
Foram também realizadas imagens por MEV, e em microscopio estereoscépico com
fluorescéncia (MEF), para analisar a producdo de ERO. Com isso, concluimos que o
revestimento com filme de DLC foi capaz de inibir a formacdo de biofiime de S.
marcescens em implantes ortopédicos in vitro e, sugerimos, que o método pelo qual o

DLC impede a adeséao bacteriana, seja em virtude de sua capacidade de gerar ERO.

Palavras-chave: ISC; Fratura exposta; Biomaterial; Antibiofilme; ERO,;



ABSTRACT

Contamination in orthopaedic implants is a worldwide health problem, as it directly
affects the patient's well-being, with complex diagnosis and high treatment costs.
Surgical site infections (SSI) can affect up to 15% of hospitalized patients, and when
implants are present they can be difficult to treat, as they are related to biofilm
formation. The need for explantation in animals affected by open fractures, corrected
with internal fixation, is 21%. For this reason, the antibiofilm property has currently
been considered highly desirable for medical applications, and the use of DLC coatings
as biomaterials has become very attractive in this scenario. The biocompatibility of
DLC is already well established in review articles, and thanks to its excellent properties,
it has already been marketed by medical companies in order to improve the resistance
of devices. The bacterium Serratia marcescens is clinically significant because it is
frequently involved in various healthcare-associated infections. Its pathogenesis is
complicated by various virulence factors and biofilm formation capacity. The structure
of DLC allows oxygen to infiltrate its surface, thus producing reactive oxygen species
(ROS). This research aims to assess whether DLC coating on orthopaedic implants is
effective in inhibiting the growth of S. marcescens bacterial biofilm in vitro, and by what
method this occurs. This experiment was conducted in 3 groups, using a titanium
orthopaedic plate, a titanium orthopaedic plate coated with DLC, and 0.1g of glass
wool for the control group. The implants and glass wool were placed in Erlenmeyer
flasks with culture medium, then autoclaved and the S. marcescens bacteria inoculated
into each flask. Growth took place with the flasks fixed in a shaker incubator for 48
hours. The biofilm was extracted from each group and quantified using a
spectrophotometer. Images were also taken using SEM and a stereoscopic
fluorescence microscope (SEM) to analyze ROS production. We conclude that the
DLC film coating was able to inhibit the formation of S. marcescens biofilm on
orthopaedic implants in vitro, and suggest that the method by which DLC prevents

bacterial adhesion is due to its ability to generate ROS.

Keywords: SSI; Exposed fracture; Biomaterial, Antibiofilm; ROS
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1 INTRODUCAO

A contaminacao em implantes ortopédicos compreende um problema na saude
mundial, pois intervém diretamente no bem-estar do paciente, sendo uma
enfermidade de complexo diagndstico e alto custo no tratamento, tendo em vista a
necessidade de nova intervencédo cirdrgica (QUINN et al., 2020). O avanco da
medicina tem levado a um aumento dos procedimentos cirdrgicos envolvendo a
colocacao de implantes, porém, os biomateriais desses implantes tém uma importante
funcdo no sucesso dos procedimentos ortopédicos (EVANS et al., 2019).

Embora benéfico e necesséario, o uso de implantes esta associado ao
aumento de infeccdo pos-operatéria do sitio cirdrgico, devido a colonizagcéo
bacteriana na superficie do implante. Infec¢Bes relacionadas aos implantes podem
ser dificeis de tratar e estdo relacionadas a formacédo de biofilme. Neste estado, as
bactérias podem ser até 1.000 vezes mais resistentes aos antibiéticos que a forma
plancténica (BJARNSHOLT, 2013; QUINN et al., 2020). O quadro de infeccdo pos-
operatoria pode chegar a 15% dos pacientes hospitalizados, e isso demonstra um
grave problema nos servicos de salde em que, grande parte dessas infeccdes
acometem, de forma iatrogénica, pacientes expostos aos procedimentos cirlrgicos
ortopédicos (DA SILVA et al., 2021).

As fraturas expostas podem ocorrer em cerca de 14% dos cdes acometidos
por traumas ortopédicos e, este tipo de fratura, € caracterizado pela comunicacao
dos fragmentos com o meio externo, quando hé rupturas na pele, causando assim, a
contaminacao da ferida. A taxa de necessidade de explante, em fraturas expostas
que utilizaram fixacdo interna, foi de 21%, o que é notavelmente maior que as taxas
de explante em fraturas fechadas eletivas, que normalmente € de no maximo 7%.
Esse quadro leva a prescricdo de longos periodos do uso de antibidticos na
medicina veterinaria, elevando com isso, 0 sofrimento dos pacientes, 0s custos do
tratamento e a resisténcia antibiotica (SANDNESS; PERRY; BRUCE, 2023).

Algumas propriedades devem ser avaliadas ao utilizar um biomaterial, como a
biocompatibilidade geral, resisténcia a corrosao, carga de superficie, citotoxicidade e
propriedades mecanicas. O titanio € um metal que apresenta excelentes
caracteristicas em relagdo aos outros biomateriais metalicos mais populares.

Durante muitos anos, o0s estudos foram direcionados na busca de
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biomateriais de alto desempenho, baseados, principalmente, na citotoxicidade e
biocompatibilidade dos biomateriais. Porém, atualmente a propriedade antibiofilme
tem sido considerada altamente desejavel para biomateriais. (PIRES; BIERHALZ;
MORAES, 2015).

Levando em consideracdo as altas taxas de resisténcia aos antibidticos,
devido ao biofilme bacteriano gerado na superficie dos materiais (QUINN et al.
2020), tém se investigado o desenvolvimento de novas técnicas para modificacdo da
superficie dos dispositivos médicos, de maneira que, as superficies possam ser
antimicrobianas, antiaderentes, que promovam integracdo 0Ossea e continuem
apresentando biocompatibilidade com os tecidos adjacentes. A modificacdo da
superficie e agregacdo de particulas, que ndo s6 mantenham as propriedades
desejaveis desses biomateriais, mas que também, em sinergismo reduzam, a
formacao de biofilme, também é o proposto por estudos recentes (CHOUIRFA et al.,
2019; RIBEIRO et al., 2018).

No entanto, mais pesquisas sd0 necessarias para estabelecer uma maneira
segura de reduzir a profilaxia antibiética em cirurgia ortopédica veterinaria e humana.
Com isso, o0 uso de implantes de titanio revestidos com Diamond-like carbon (DLC)
tornam-se bastante atraentes neste cenario, visto que, tem demonstrado
propriedades antimicrobianas (PENG et al., 2022). Além disso, estabelecer métodos
de controle de qualidade microbiolégico para evitar a formacdo de biofilmes, séo
necessarios para minimizar o uso de antibidticos e evitar as altas taxas de
morbidade e custos com revisdo cirdrgica e substituicdo dos implantes/proteses
relatadas da medicina de forma geral (BRAGA et al., 2012).

A bactéria Serratia marcescens € clinicamente significativa porque est4,
frequentemente, envolvida em diversas infeccfes associadas ao uso de implantes,
além de poder causar infeccao alimentar. Sua patogénese é complicada devido aos
varios fatores de viruléncia, como: proteases, lipases, nucleases, hemolisina,
motilidade, capacidade de formacdo de biofilme e emergente resisténcia as
multidrogas (ABBAS; HEGAZY, 2020).

Este é o primeiro estudo, até o presente momento, em que se avalia a
formacao de biofilme bacteriano in vitro, em placa ortopédica de titdnio, comparando-
a com placa ortopédica de titanio revestida com filme de DLC, em cultura de Serratia
marcescens, para avaliar se o revestimento com DLC, na placa ortopédica de titanio,

sera capaz de inibir a colonizacdo de biofilme bacteriano, e inibir a adesdo do



biofilme bacteriano em sua superficie, e por qual método isso ocorre.

15
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 INFECCAO NOSOCOMIAL

Em razdo das altas taxas de morbidade e mortalidade, a infeccdo em sitio
cirurgico (ISC) pode gerar grande prejuizo emocional relacionado ao bem-estar,
aumentando o tempo dos pacientes em ambientes hospitalares, além de altos custos
financeiros (SANTOS et al., 2016). Em medicina humana, as infecgcbes em feridas
cirdrgicas tém demonstrado um grande obstaculo na saude publica, por volta de 15%
dos pacientes hospitalizados estédo envolvidos nesta enfermidade, em que as cirurgias
traumato-ortopédicas apresentam maior prevaléncia (DA SILVA et al., 2021).

Segundo Santos et al. (2016), a ISC pode ser entendida como a contaminacéo,
a permanéncia e o crescimento do patdégeno na ferida operatéria. E a infeccéo
hospitalar € definida como aquela contraida durante os procedimentos realizados em
ambientes hospitalares, cirurgias e internagcdes. Normalmente, as manifestagdes
clinicas de infeccdo tendem a aparecer de quatro a seis dias depois da cirurgia, mas
podem se apresentar até 30 dias apds o procedimento. Nos casos em que Sao
utilizados implantes de préteses, pode acontecer dentro de aproximadamente um ano
depois. Os sinais clinicos observados sao: febre, anorexia, apatia, edema com
secrecado purulenta, e sinais claros de infec¢do por microrganismos.

Segundo Fuglestad et al. (2021), por ser um grande problema em saude
publica, varios métodos pré-operatdrios para prevenir a ISC tém sido estabelecidos,
como por exemplo: a utilizagdo de antibidticos profilaticos, ampla tricotomia, banho
pré- operatério, preparo da pele com antissépticos a base de clorexidina, traje
adequado para a equipe cirlrgica; essas sao técnicas eficazes para diminuir a
incidéncia de ISC. Varios surtos nosocomiais resultaram de antissepsia inadequada
da pele ou desinfeccdo de dispositivos médicos e superficies ambientais mal
realizadas (KECK et al., 2020; WEBER et al., 2007)

A maioria das infec¢des associadas ao sitio cirargico esta relacionada aos
cocos gram-positivos derivados da pele, incluindo Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, streptococos e Enteroccocus sp. Além disso, cirurgias

gastrointestinais, de cabeca e pescoco, estdo associadas as infec¢des de bactérias
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aerobias entéricas e bacilus anaerébios gram-negativos (SANTOS et al., 2016).

Embora pouco relatada em medicina veterinaria, acredita-se que a natureza
das infeccbes nosocomiais seja semelhante a medicina humana. Animais de
companhia podem ser infectados ou colonizados por agentes patogénicos ou micror-
ganismos oportunistas. Alguns desses microrganismos potencialmente representam
ameaca, tanto para saude animal quanto pra salude publica, especialmente quando
envolvem bactérias multirresistentes (KECK et al., 2020).

Entre os tipos de infeccbes hospitalares que podem acontecer, a ISC se
apresenta em terceiro lugar, cerca de 14% a 16% dos pacientes hospitalizados, no
Brasil (SANTOS et al., 2016). Em ortopedia, os estafilococos sdo a principal causa
de infeccdo relacionadas aos implantes, sendo responsaveis por quase 80% de
todas as infeccdes protéticas. Considerado um patégeno nosocomial o0 MRSA
(Staphylococcus aureus resistente a meticilina), tornou-se cada vez mais prevalente
nos ultimos anos (ERCOLE et al., 2011; VISHNU et al., 2019).

Segundo Oliveira et al., (2016), no Hospital Universitario Ortopédico de S&o
Paulo, observaram que a incidéncia de ISC ortopédico era maior em pacientes
acometidos por fraturas expostas. E que, dentre as infeccbes, predominaram
aquelas contaminadas por meio de bacilos gram-negativos.

Existem véarias bactérias conhecidas como agentes oportunistas,
especialmente na ortopedia. A etiologia de surtos de infeccdo nosocomiais em
hospitais veterinarios tem sido relatada envolvendo, principalmente, S.
pseudointermedius, Enterobacterales ou Acinetobacter baumannii e Serratia
marcescens (BOERLIN et al., 2001; GRONTHAL et al., 2014; HAENNI et al., 2013;
KECK et al., 2020).

2.2 SERRATIA MARCESCENS

Serratia spp. sao patdégenos oportunistas gram-negativos da familia
Enterobacteriaceae que, normalmente, se espalham pelo contato corpo a corpo.
Serratia marcescens € a espécie mais patogénica do género, e é causa frequente de

infeccbes adquiridas na area da saude, principalmente, apos cirurgias de coluna. A
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bactéria € prevalente no meio ambiente e causa uma ampla gama de infeccdes
adquiridas na &rea da saude, como infec¢cBes do trato respiratorio, osteomielite,
infec¢des do trato urinario e endocardite (GARCIA et al., 2019).

As bactérias do género Serratia sdo gram-negativas em forma de bastonetes,
anaerobio facultativo (GARCIA et al., 2021). Estdo amplamente distribuidas no solo,
sedimentos, agua, raizes de plantas, superficies, bem como no trato gastrointestinal
de animais. Foi, no passado, considerado um microrganismo saprofita, porém, tem
sido reconhecida como um importante patdégeno oportunista relacionado as
infeccbes nosocomiais e a resisténcia antimicrobiana (ADAMSON et al., 2012; KECK
et al., 2020; STORR et al, 2017). S. marcescens foram relatadas vivendo
simbioticamente e, as vezes, causando doencas em insetos e nematoides
economicamente importantes (CHEN; BLOM; WALKER, 2017). E atualmente
conhecida por causar infec¢cdes oculares, pulmonares, trato urinério e infec¢des
sanguineas associadas ao uso de cateter central. As bactérias da Familia
Enterobacteriaceae demonstraram ser excepcionais em adquirir, transferir e
expressar resisténcia antimicrobiana (RAY et al., 2017).

Sao bactérias que possuem forte capacidade formadora de biofilme,
demonstrado em estudo sobre isolado clinico. A S. marcescens € uma das bactérias
mais significativas clinicamente, porque esta frequentemente envolvida em diversas
infeccbes associadas aos cuidados da saude, além de poder causar infeccdo
alimentar. Sua patogénese é complicada devido aos varios fatores de viruléncia,
como: proteases, lipases, nucleases e hemolisina, motilidade, formacéao de biofilme e
sua emergente resisténcia as multidrogas. A formacédo de biofilme representa uma
das principais causas de resisténcia aos antibidticos em S. marcescens (Figura 1).
Pela adesdo as superficies vivas ou dispositivos médicos, S. marcescens pode
formar biofilmes, resultando em infecgbes com risco de vida (ABBAS; HEGAZY,
2020; SHANKS et al., 2013).



19

Figura 1: Bactéria Serratia marcescens formando uma matriz extracelular (biofiime). Fonte:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Salmobandeau.jpg (2023).

2.3 BIOFILME BACTERIANO

Os microrganismos podem ser classificados em duas formas de vida,
nomeadamente plancténico e biofilme. Os microrganismos planctbnicos sao
flutuantes, tém um metabolismo ativo e se replicam rapidamente. Em contraste, os
microrganismos do biofilme existem como multicelulares, tridimensionais complexos,
estruturas envolvidas por exopolissacarideos (Figura 2). Eles estdo em fase
estacionaria de crescimento, sdo metabolicamente menos ativos e resistem, ndo
apenas aos mecanismos do hospedeiro mas, também, a maioria dos agentes
antimicrobianos. Portanto, as infecc6es por biofilme séo dificeis de tratar. Via de
regra, a terapia antimicrobiana deve ser combinada com o manejo cirdrgico, a fim de
curar infeccdo. Os biofilmes geralmente se formam em uma superficie ndo viva.
Muitas infeccdes do sistema musculoesquelético sdo infecgbes por biofilme. Os
microrganismos aderem, tanto ao 0sso morto como aos implantes (ZIMMERLI;
SENDI, 2017).
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Figura 2: Imagem esquematica demonstrando a estrutura de um biofiime bacteriano aderido a uma
superficie. Fonte: Adaptado de Quinn et al. (2020).

Bactérias e fungos podem se apresentar de formas individuais, flutuantes
(plancténicas), ou como agregados de células (biofilmes). Um biofiime é um
aglomerado de células microbianas, envolvidas por uma matriz de
mucopolissacarideo produzida por eles mesmos e, podem ser incorporados a ela,
componentes do préprio hospedeiro, como fibrina, plaquetas e imunoglobulinas. O
biofilme pode conter apenas um microrganismo ou ser polimicrobiano (TRENTIN;
GIORDANI; MACEDO, 2013).

O biofilme é formado quando bactérias planctdnicas, que estdo presentes no
ambiente 0sseo, aderem ao implante tornando-se sésseis, e agregam-se formando
uma comunidade celular complexa dentro de substéncia polimérica extracelular
(FLEMMING; NEU; WOZNIAK, 2007). Neste estado, as bactérias podem ser até
5.000 vezes mais resistentes aos antibidticos do que na forma plancténica
(BJARNSHOLT et al., 2013; GUPTA et al., 2016;QUINN et al., 2020).

Microrganismos formadores de biofilme exibem propriedades diferentes
daqueles plancténicos, possuem arquitetura heterogénea, microscopicamente
assumindo camadas de variadas densidades de polimeros. Além de grande parte de
agua e celulas microbianas, a matriz do biofilme inclui polimeros secretados,
nutrientes e metabdlitos, células lisadas, material particuladas e detritos. Dentro do
biofilme, o0s microrganismos organizam comunidades com heterogenicidade
estrutural e funcional semelhante a de um organismo multicelular (TRENTIN;
GIORDANI; MACEDO, 2013).

O biofilme compreende trés camadas: a camada inicial consiste no filme de

ligacdo ou condicionamento que é aderido a superficie do tecido ou biomaterial; a
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segunda camada € a base do biofilme que contém microrganismos; e o filme de
superficie atua como uma camada externa (terceira camada) onde 0s organismos
planctdnicos séo liberados como organismos flutuantes livres e se espalham para o
compartimento circundante (VEERACHAMY et al., 2014).

O biofilme bacteriano € gerado quando um conjunto de microrganismos adere
a uma superficie, sendo estes envolvidos por uma matriz extracelular. Esta matriz,
formada por exopolissacarideos, tem por funcdo manter a integridade funcional
deste biofilme, sendo possivel sua protecdo aos diferentes estresses ambientais
(CARVALHO et al., 2019).

A formacédo do biofilme inicia pela rapida adesao e proliferacdo na superficie
do tecido ou implante, seguida pela agregacao e maturacéo, levando a formacao de
micro coldonias mais estaveis. As microcolonias se desenvolvem em macrocolénias
que ja estdo envolvidas por uma matriz polissacaridica extracelular, o que protege e
atua como barreira durante condi¢cdes adversas. Dentro dessa matriz, ocorre um
mecanismo de sinalizacdo, o que permite a regulacdo da atividade microbiana
através da mudanca de expressdo génica chamada de Quorum sensing. Esse
mecanismo tem demonstrado desempenhar um papel importante na ligacdo e
desprendimento das células do biofilme. Quando h& a formacdo de uma massa
critica, faltando nutrientes, o biofilme gera microrganismos plancténicos que se
desprendem, levando complicacbes embdlicas e colonizando outras superficies
(VEERACHAMY et al., 2014).

Devido a protecdo por essa matriz polimérica produzida pelas préprias
bactérias, ha dificuldade na acdo do sistema imunolégico e de antibidticos em
eliminar as células bacterianas, o que torna a infec¢do por biofilme crénica. Além
disso, assumem um perfil menos inflamatério, sendo de dificil deteccéo por parte dos
exames microbioldgicos convencionais (ABRANTES; NOGUEIRA, 2022).

2.3.1 Formacéo de biofilme em implantes ortopédicos

Os biofilmes podem se formar em diversas superficies diferentes, como em

tecidos vivos ou equipamentos médicos, tubulagbes industriais, sistema de &agua
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potavel ou sistema aquatico natural (COSTA et al.,, 2016). A maior parte dos
microrganismos que contaminam equipamentos biomédicos, ndo causariam infeccao
na forma planctbnica, mas podem levar as infec¢cdes persistentes quando
agrupados. O biofilme é responsavel por causar infeccdo em biomateriais devido ao
agregado de microrganismos que contribuem para o seu crescimento (SANTOS et
al., 2017).

A patogénese de muitas infeccdes ortopédicas é relatada na presenca de
microrganismos formadores de biofilme. No entanto, a formacdo deste pode ocorrer
durante o processo de fabricacdo dos implantes ortopédicos, e técnicas de usinagem
(especialmente aquelas que utilizam uma interface Umida entre o conjunto da
ferramenta e o implante) podem levar ao desenvolvimento de biofilme (TRENTIN;
GIORDANI; MACEDO, 2013). A esterilizacdo (por exemplo, com oxido de etileno)
mata as bactérias nesses biofilmes, mas ndo remove os residuos de suas matrizes.
Esses depésitos devem ser removidos antes que os dispositivos possam ser
implantados. Técnicas com tratamentos enzimaticos estdo disponiveis para a
remocao de residuos de biofilme (BALSAMO et al., 2012).

Um implante contaminado pode ser um reservatério para o tecido circundante,
onde as bactérias podem residir intracelularmente. Infeccdes associadas aos
dispositivos biomédicos sao resistentes a acao do sistema imunoldgico e dificeis de
tratar com antibioticos (VEERACHAMY et al., 2014).

O primeiro trabalho relatado tentando reproduzir a osteomielite, em modelo
experimental (coelho), foi publicado em 1885. No inicio da década de 70, foi
demonstrado que a presenca de um corpo estranho inserido na tibia de um coelho
(pino de aco inoxidavel) poderia potencializar o desenvolvimento de osteomielite
cronica por Staphylococcus aureus. Mas, somente dez anos depois, a ligagao entre
a formacao de biofilme e dispositivos ortopédicos foi confirmada usando o mesmo
modelo. Embora coelhos tenham sido frequentemente usados para esses estudos,
modelos de implantes ortopédicos tém sido desenvolvido em muitos outros animais,
como ratos, camundongos, caes e ovelhas, com uma ampla gama de corpos
estranhos e locais de insercdo (LEBEAUX et al., 2013).

Dentre as causas de falha dos implantes estdo a falha mecéanica, desgaste
excessivo, falha cirtrgica, resposta inflamatdria, incompatibilidade na elasticidade e
infeccdo. A contaminacdo no equipamento ortopédico € um dos motivos mais
comuns na falha do implante (QUINN et al., 2020).
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Infec¢cdes microbianas associadas aos implantes sdo um sério problema na
medicina moderna. Biofilmes bacterianos estdo associados a 65% das infeccdes
relacionadas aos implantes ortopédicos, sendo apontado como a principal causa de
falha, o que leva a destruicdo tecidual, disseminacao sistémica do patdégeno, e perda
de funcéo, resultando em sérios problemas de salude e até a morte (VEERACHAMY
et al., 2014; MOORE et al., 2022).

A patogénese de muitas infeccdes ortopédicas esta relacionada a presenca
de microrganismos formadores de biofilmes. Microrganismos de infeccdes
associadas aos implantes vivem agrupados em uma matriz extracelular altamente
hidratada ligada a uma superficie. O esgotamento de nutrientes e/ou acumulo de
residuos em biofilmes faz com que os microrganismos entrem em um estado de
crescimento lento ou ndo (estacionario), tornando-os até 1000 vezes mais
resistentes a maioria dos agentes antimicrobianos do que seus equivalentes
plancténicos (de vida livre) (MORAES et al., 2013).

Diversas estratégias sao relatadas para prevenir a infeccdo de superficies de
titdnio e liga de titanio, como modificacdo da superficie por antibiéticos, peptideos
antimicrobianos, elementos metdlicos antibacterianos inorganicos e polimeros
antibacterianos. Além disso, véarias estratégias, tais como adsor¢cdo para
revestimentos e conjugacdo covalente quimica para modificacbes de superficie,
foram aplicadas para imobilizar elementos antimicrobianos em titnio nas
superficies. (CHOUIRFA et al., 2019).

A adesdo de microrganismos a superficie do implante envolve rapida fixacao
por fatores especificos (por exemplo, adesinas) ou fatores inespecificos (por
exemplo, tenséo superficial, hidrofobicidade e forcas eletrostéticas). Esta fase inicial
€ seguida por uma fase cumulativa durante a qual as células bacterianas se ligam
umas as outras e formam um biofilme. A presenca de um corpo estranho
demonstrou aumentar significativamente a suscetibilidade a infeccdo (MORAES et
al., 2013).

As infec¢Bes associadas a fixacdo da fratura podem ocorrer exogenamente
em casos de trauma aberto (pré-operatorio), durante a inser¢cdo do dispositivo de
fixacdo (intra-operatério), ou durante a cicatrizacdo de feridas (pOs-operatorio). A
infeccdo hematogénica é menos frequente e € comumente associada a bacteremia
originada de infeccbes de pele, respiratérias, dentarias ou do trato urinario
(PACCOLA, 2001).
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Os materiais dos implantes mais utilizados na ortopedia séo aco inoxidavel e
tithnio, e ja estd bem documentado que, implantes de aco inoxidavel apresentam
taxas de infeccdo maiores que os implantes de titanio na medicina humana (MOORE
et al., 2022).

Os implantes ortopédicos sdo compostos por diversos materiais com
superficies passiveis de colonizacao por biofilmes bacterianos. Observou-se que o
biofilme gosta de se ligar ao titanio, discos de liga, polimetilmetacrilato (PMMA),
polietileno de ultra alto peso molecular (UHMW-PE), aco inoxidavel (SST) e
aluminio. Os resultados in vitro mostraram que, materiais com superficies mais
rugosas, como Hidroxiapatita (HA) e polietileno (PE), tém maior area de superficie
que titdnio e aco inoxidavel 316L. Para evitar o acumulo de biofiimes nessas
superficies, varios métodos tém sido estudados, incluindo conducdo elétrica e
revestimentos, contudo, revestimentos com antibiéticos podem selecionar bactérias
resistentes, e revestimento de prata em liga metalica de titdnio-aluminio-niébio com
prata, apresentou efeitos limitados (MOORE et al., 2022).

O desenvolvimento de proteses de alta qualidade, por modificacdo de
superficies, tem atraido o interesse da comunidade cientifica. O DLC tem emergido
como um método eficiente para a modificacdo de superficies metalicas. Estudos
recentes tém mostrado que varias estruturas cobertas com filmes de DLC, com
diferentes propriedades fisico-quimicas, podem influenciar as reacfes biologicas
(LIAO et al., 2016).

2.4  BIOMATERIAIS

O Instituto Nacional de Saude Americana definiu, em 1982, que um
biomaterial € qualquer substancia ou elemento utilizado para substituir completa ou
parcialmente qualquer tecido, 6rgdo ou parte do corpo, por qualquer periodo de
tempo, com intuito de conservar ou melhorar a qualidade de vida e bem-estar do
individuo. Uma importante propriedade de um bom biomaterial €é a
biocompatibilidade in vivo, que é a capacidade que um material tem de gerar uma
reposta adequada no local aplicado (QUINN et al., 2020).
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As principais caracteristicas esperadas em um biomaterial de qualidade sé&o:
biocompatibilidade, resisténcia a corrosdo e ao desgaste, ndo citotoxico,
compatibilidade sanguinea, ndo carcinogénico, baixo coeficiente de atrito e
antimicrobiano. Porém, ainda nao foi encontrado um material perfeito, que apresente
todas as caracteristicas desejadas, por isso, é necessario 0 engajamento em
estudos e tecnologia que fagam associagao entre os materiais ou modifiguem sua
superficie (PENG et al., 2022).

Outras caracteristicas importantes para maior sucesso dos implantes
ortopédicos sao: forma, precisdo dimensional e propriedades mecéanicas adequadas.
E de importdncia crescente a estabilidade quimica e toxicidade, devido a
necessidade da biocompatibilidade ao longo da vida dos implantes. A combinacgéo
das propriedades mecanicas e biologicas, determina a utilidade clinica dos
biomateriais nas cirurgias ortopédicas (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).

Segundo ROY & LEE (2007), o organismo € tdo sensivel em suas funcdes
bioldgicas que um biomaterial completo e ideal seria aquele que, em contato com os
tecidos e fluidos corporais, seria capaz de ndo perturbar as varias atividades
biolégicas do corpo. Além de apresentar inércia quimica e biolégica, ndo ser
citotdéxico, nem carcinogénico, ser duro, ter baixo coeficiente de atrito e resisténcia
ao desgaste. Seria interessante também, se ainda fornecesse algum tipo de
tratamento biomédico.

Os materiais comumente utilizados sdo: aco inoxidavel, cromo/cobalto, ligas
de titdnio, ceramica, polietileno e cimento 6sseo de polimetilmetacrilato (PMMA). Os
metais foram considerados promissores para uso como implantes ortopédicos,
devido a resisténcia mecanica consideravelmente maior diante dos outros
biomateriais (Santos et al., 2022). Embora de menor custo e presenca de
caracteristicas bactericidas desejaveis, alguns metais como o cobre e suas ligas,
ouro, prata, platina e ruténio, sao irritantes e até toxicos. Além disso, as
consequéncias da inser¢cao de metais como ferro, cobre e bronze em tecidos viaveis,
sdo conhecidas h& séculos. A alta suscetibilidade a corrosao, inflamagéo e infecgéo
tecidual limitou suas aplicagbes médicas (SZCZESNY et al., 2022).

O aco e suas ligas inoxidaveis, desenvolvidos no inicio do século 20, ainda
sdo usados com pequenas modificagbes quimicas até os dias atuais. O aco
inoxidavel também foi usado para a produgéo dos primeiros implantes e dispositivos

ortopédicos amplamente utilizados, incluindo fixadores externos, pinos, placas e
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parafusos ésseos, pinos intramedulares, proteses e muitos outros. Melhorias na
tecnologia de aquisicdo de minério, fundicdo e purificagdo permitiram o
desenvolvimento de grandes quantidades de metais e novas ligas, algumas das
quais encontraram aplicacbes biomédicas. As ligas modernas mais amplamente
utilizadas incluem ligas de cobalto-cromo (com ou sem molibdénio) e ligas de titanio
(SZCZESNY et al., 2022).

O titanio € o nono elemento mais abundante na crosta terrestre; no entanto,
raramente € encontrado em sua forma pura, com a grande maioria de titanio
presente como 6xidos insolaveis. O 6xido mais comum presente no meio ambiente é
o diéxido de titanio (TiO2), exemplos dos quais incluem os minerais rutilo e anatase
(FAGE et al., 2016). Os tratamentos de fabricagdo sdo usados para manipular a
microestrutura de titanio tal que o produto finalizado possua propriedades
metallrgicas desejaveis para uso industrial, incluindo na inddstria de dispositivos
meédicos e biomateriais (QUINN et al., 2020).

Devido a biocompatibilidade, & auséncia de toxicidade, a capacidade de
osseointegracdo, além de alta resisténcia a tracdo em relacdo a densidade e
resisténcia a corrosdo, o titdnio leva a uma melhor estabilidade do implante em
relacdo aos de aco inoxidavel. Atualmente, as ligas de titAnio sdo amplamente
utilizadas como implantes ortopédicos, praticamente todo tipo utilizado possui uma
“variante” do titanio, incluindo parafusos, placas, pinos, pinos intramedulares,
fixadores externos e proéteses articulares (SZCZESNY et al., 2022). Além disso, 0
titnio € ideal como implante, pois ndo aumenta a temperatura quando exposto ao
campo magnético alternado, néo interferindo na ressonancia magnética. E, até o
momento, foram encontradas minimas evidéncias de atracéo leucocitaria (COSTA et
al., 2015).

A liberacdo de ions pelos metais é a causa dos principais efeitos, como:
sensibilizacdo, toxicidade, mutagénese e teratogénese. Processos como polimento
(eletropolimento), lixamento, passivagédo, anodizacao e revestimento com materiais
secundarios, foram desenvolvidos para reduzir a superficie de contato, proteger
contra acdo dos ions e do desgaste do implante e para aumentar a osseointegracéo
(MORAIS; GUIMARAES; ELIAS, 2007).

O principal objetivo dos revestimentos dos implantes € diminuir 0 contato
direto com tecidos e materiais circundantes, podendo diminuir a intensidade de

quaisquer efeitos fisicos ou quimicos prejudiciais na propriedade do material e bem-
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estar do paciente (SILVA et al., 2016).

As técnicas mais utilizadas de revestimento com materiais secundarios sdo os
revestimentos por plasma spray, hidroxiapatita e nitreto de titdnio. Além disso,
revestimentos de fosfato de célcio, carbono e carbono tipo diamante (DLC), estédo
sob investigacédo crescente (RESENDE et al., 2011).

2.5 DIAMOND-LIKE CARBON (DLC)

O DLC é um carbono predominantemente amorfo metaestavel (por vezes
microcristalino), contendo ligagcdes sp2 (similar ao grafite) e sp3 (similar aa
diamante). O mecanismo de diferentes respostas das células as estruturas de DLC
dependem dessa proporcao sp2/sp3. O DLC tem atraido a atencdo nas ultimas
décadas para uso como revestimento para aplicacbes biomédicas. Além das
caracteristicas fisicas desejaveis, mostram biocompatibilidade com macrofagos,
osteoblastos e fibroblastos (LIAO et al., 2016).

As caracteristicas do DLC séo: dureza, baixo atrito, e alta resisténcia ao
desgaste, o que o torna mais sustentavel, além de possuir propriedades
antitrombogénicas e n&o citotdxicas, mostrando a versatilidade mecanica e
biomédica. Tem mostrado biocompatibilidade in vitro e in vivo devido ao forte
ambiente de ligacdo (SANTOS et al., 2017). O DLC ndo € um material Unico, ele
pode ser ajustado de diferentes formas e variadas ligacGes atdbmicas, dependendo
do seu método de preparo. Em razéo de sua estrutura amorfa, os filmes de DLC tém
a possibilidade de serem dopados e combinados aos diferentes elementos,
proporcionando maior diversidade de utilizagcbes e melhorando ou variando suas
caracteristicas, dependendo da aplicacdo desejada (ROY; LEE, 2007).

Os revestimentos de DLC tém a vantagem de poderem ser produzidos de
maneira mais econbmica (PENG et al.,, 2022). E, dependendo da técnica e
condi¢cbes de sintese do DLC, como a incorporacao de elementos metalicos ou nao
metalicos, as propriedades fisicas e quimicas podem ser adequadas para diversas
aplicacbes biomédicas (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015). As diferengas nas

propor¢cdes de carbono com ligacdo sp2 e sp3, também influenciam na dureza, na
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biocompatibilidade, no desgaste e em outras propriedades. Esta possibilidade
também permite sua aplicagcdo em variados produtos médicos (ZIA et al., 2023).

A utilizacdo do revestimento de DLC como biomaterial (Figura 3) tem sido
vastamente estudado nos ultimos anos. E estes estudos tém demonstrado um
grande potencial para o uso do filme de DLC em implantes médicos, pois este
proporciona maior dureza, resisténcia ao desgaste e a corrosdo nas superficies, boa
biocompatibilidade, diminui processos inflamatorios e aumenta a bioatividade celular,
proporcionando melhor adeséo das células e, ao mesmo tempo, reduz o crescimento
bacteriano (LOPES et al., 2017; PENG et al., 2022; WACHESK et al., 2021).

Por serem duros, resistentes ao desgaste, e de baixo coeficiente de atrito, 0s
revestimentos com DLC foram, inicialmente, mais utilizados na area da industria
mecanica, mas com o passar do tempo, logo foi sendo descoberto e explorado por
diversos mercados. A biocompatibilidade do DLC j& esta bem descrita e consolidada
nos artigos de revisdo e, gracas as suas excelentes propriedades, vem sendo
comercializado também por empresas da area médica, que produzem implantes
ortopédicos, stents vasculares, proteses articulares, catéteres urinarios, lentes
oculares, instrumentais cirargicos, dentre outros dispositivos médicos (ZIA et al.,
2023).

A resisténcia do DLC limita sua aplicacdo isoladamente, por isso, tem sido
testado apenas como material de revestimento que protege o implante do ambiente,
mas também, apresenta alguma protecdo mecanica e um sistema de liberacdo de
agentes antimicrobianos (HUACHO et al., 2017).

Figura 3: Placa ortopédica de titanio revestida com DLC, utilizada no presente experimento. Fonte:
Proprio autor (2024).



29

2.6 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ERO)

As ERO séo grupos de substancias quimicas oxidantes que reagem com
facilidade, e sdo produzidas por parte do oxigénio consumido, que dependendo da
concentracdo pode gerar danos as células, como: deterioragdo do DNA, injuria
tecidual, danificar proteinas, lipideos e organelas (SILVA; GONCALVES, 2010;
TAVARES et al., 2011). Estas ERO, quando produzidas em excesso, geram um
desequilibrio entre os oxidantes e as fun¢cbes de defesa da célula, os antioxidantes,
e este desequilibrio é chamado de estresse oxidativo (PARK et al., 2009). Porém, a
producdo de ERO em quantidade moderada a excelente, tem um importante papel
no equilibrio das func¢des fisiolégicas (GOUVEIA; LIMA, 2017).

A estrutura do filme de DLC permite a infiltracdo de oxigénio em sua superficie
até as camadas mais basais, produzindo assim, espécies reativas de oxigénio
nessas regides (YANG et al., 2011).
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3 MATERIAL E METODO

Todo o experimento foi realizado no Laboratério de Biologia Celular e Tecidual
- LBCT, da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro — UENF. O
trabalho foi conduzido em trés grupos diferentes. No primeiro grupo esta uma placa
ortopédica de 2.7mm de titanio, com quatro furos (Figura 5); no segundo grupo uma
placa ortopédica de 3mm de titdnio revestida com filme de DLC, com seis furos

(Figura 5); e, no terceiro grupo (grupo controle), 0,1g de 1a de vidro (Figura 4).

Figura 4: L& de vidro. Fonte: https://sudlab.com.br/index.php?id product=332&controller=product
(2024).

Figura 5: Placas ortopédicas utilizadas no experimento. A placa de cor preta, ao lado esquerdo da
imagem, é a placa de titanio revestida com DLC; e a placa de cor amarela, ao lado direito, é a placa de
titAnio. Fonte: Proprio autor (2024).


https://sudlab.com.br/index.php?id_product=332&controller=product
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3.1 PREPARO DO MEIO DE CULTURA

Para o inicio do experimento foi preparado o meio de cultura Nutrient Broth
(NB) 8g/L em agua destilada, onde a bactéria S. marcescens (Figura 6) iria ser
cultivada. Foram utilizados trés frascos Erlenmeyer 500mL. Depois do preparo do
NB, foram colocados 50mL do meio de cultura em cada frasco e, em seguida, 0s
implantes ortopédicos, um em cada frasco, e no terceiro frasco (controle) foi
colocado 0,1g de |4 de vidro. Em seguida, todos os frascos foram devidamente

selados e autoclavados.

Figura 6: Placa de Petri contendo coldnias da bactéria Serratia marcescens. Fonte: Préprio autor
(2024).

3.2 INOCULACAO DAS AMOSTRAS

Apobs esterilizacdo do material dentro de uma cabine de seguranca biol6gica
(Pachane), inoculamos 20 yL da S. marcescens em cada frasco. Imediatamente, 0s
frascos foram vedados com algoddo e colocados em uma incubadora shaker
(Novatecnica) a 31°C, durante 48 horas, para que houvesse o desenvolvimento das

bactérias e formagéo do biofilme.
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3.3 QUANTIFICACAO DO BIOFILME

Para a quantificagdo do biofilme, apos incubagéo e crescimento da bactéria
nas amostras, as placas ortopédicas e a & de vidro foram removidas do meio, e
dispostas separadamente em placas de Petri, seguidamente coradas com cristal
violeta. Apés 30 min, foram lavadas trés vezes em solucédo tampéo fosfato 50 mM. A
extracao do biofilme, foi feita com 4 mL de etanol 100% e, apds sua obtencédo, uma
aliguota de 200 pL foi transferida para uma placa de 96 poc¢os. Todo ensaio foi
realizado em triplicata. A quantificacdo foi obtida através da leitura em
espectrofotometro versamax com absorbancia de 540 nm pelo programa

SoftmaxPro.

3.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Apoés o periodo de incubacdo de 48 horas, os implantes foram fixados com
tampéao cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,4), glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido
4%. Os implantes foram submetidos a lavagem com gradiente de etanol com
intervalos de 15 minutos para desidratacdo. Os materiais do implante foram secos
no ponto critico usando CO2 liquido Polaron Critical Point Dryer (CPD). Os materiais
do implante foram, entdo, revestidos com ouro de paladio na proporcéo de 60:40 a 2
nm/14 min, usando um revestidor Emitech K550 para visualizacdo sob o SEM-VAIO
CARL ZEISS. Para cada implante testado, foram capturadas imagens em ampliacao
de 5000x%, usando o ThermoFisher Apreo VS SEM.
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3.5 ANALISE DA PRODUCAO DE ERO

Para analisar a possivel producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO), as
placas interagidas com S. marcescens foram tratadas com @ 2,7-
diclorodihidrofluoresceina, por 30 minutos. Este marcador entra passivamente nas
células, e esterases intracelulares fazem com que ele seja desacetilado, caso tenha
sido oxidado por ERO, tornando-o fluorescente (MELLO et al.,, 2019). Apds o
tratamento, as placas foram observadas através do microscépio estereoscépico com
fluorescéncia (MEF) CARL ZEISS (Figura 7), e capturadas imagens através da
camera AxioCam MR5 (Zeiss) e software AxionVision LE (verséo 4.8.2, Zeiss).

Figura 7: Microscopio estereoscoépico de fluorescéncia (MEF) CARL ZEISS, no momento em que
estavam sendo visualizadas um dos implantes ortopédicos. Fonte: Proprio autor (2024).
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O biofilme bacteriano foi quantificado através do espectrofotobmetro versamax

em comprimento de onda 540nm, e o programa SoftmaxPro gerou os valores de

absorbéncia da Tabela 1.

Tabela 1 - Valores de absorbéncia adquiridos na quantificacdo de biofilme bacteriano. Fonte:

Programa SoftmaxPro (2023).

Lade Vidro Placade Placa

(controle) Titanio Titanio/DLC
3,270 1,405 0,720
3,336 1,451 0,770
3,375 1,384 0,754
2,881 0,280 0,173
2,946 0,295 0,173
2,937 0,309 0,162
1,218 0,154 0,097
1,272 0,163 0,089
1,266 0,156 0,085

O grafico (Figura 8) demonstra que a quantidade de biofilme formado na placa

de titanio /DLC, foi menor que a quantidade de biofilme gerado na placa de titanio

sem o revestimento. Com isso, observamos a acao antimicrobiana do DLC, que

impede a formacédo do biofilme na superficie da placa. Como o experimento foi

conduzido em triplicata, os numeros de 1 a 3 representam as aliquotas da primeira

lavagem (extracdo do biofilme), os niumeros de 4 a 6, a segunda lavagem, e o0s

numeros de 7 a 9, a terceira.
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Quantificacao de Biofilme
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Figura 8: Gréfico produzido no Excel, utilizando os dados de absorbancia da Tabela 1. Fonte: Proprio
autor (2024).

4.2 ESTATISTICA

A Tabela 2 mostra a andlise de variancia das médias de formacédo de biofilme
produzido pela S. marcences em placas de titanio, titanio/DLC e o grupo controle
que € o terceiro grupo e esta com 0,1g de la de vidro. Observa-se que héa diferenca
significativa entre os trés grupos, de maneira que: no grupo controle a média € mais
elevada (u = 2,500; o = + 0.953), e no grupo da placa de titanio a média foi 0.622
com desvio padrdo de + 0.597. A placa titanio/DLC apresentou a menor média entre

os trés grupos, com 0.336 e desvio padrao de + 0.311.
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Tabela 2 - Analise de variancia das médias de formacédo de biofilme produzido por S. marcences em
placas de titanio, titAnio/DLC e grupo controle. Fonte: Protocolo de pesquisa (2023).

Grupo N  Média (p) DesvPad (+ o) IC de 95% P-Valor®
L& de Vidro 9 2.500 0.953 (2.037; 2.964)

Placa de Titanio 9 0.622 0.597 (0.158; 1.085) 0.000*
Placa Titanio/DLC 9 0.336 0.311 (-0.128; 0.799)

DesvPad Combinado = 0.673656.

Nota: Os resultados sdo baseados em linhas e colunas ndo vazias em cada subtabela mais interna.

@ Teste ANOVA (p-valor < 0.05).

*Valores Significativos; NS - Valores Nao Significativos.

Interpretacéo do teste:

Ho: N&o ha uma associacao estatisticamente significativa entre os grupos.

Ha: Ha uma associagao estatisticamente significativa entre os grupos.

Decisdo: Como o valor de p computado é menor que o nivel de significancia alfa = 0,05, deve-se
rejeitar a hipétese nula Ho e aceitar a hipétese alternativa Ha.

Este excelente resultado, observado na Tabela 2 e também demonstrado na
Figura 9, revela o potencial do recobrimento com DLC de inibir a formacdo de
biofilme bacteriano. Uma vez que no grupo controle a quantificagdo do biofilme foi
significativamente alta, e na placa de titanio puro, o valor ainda foi elevado em

relacdo ao valor exposto para a placa de titanio/DLC, que foi bem menor.
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Boxplotde Resultado
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Figura 9: Médias de formacao de biofilme produzido por S. marcences em placas de titanio, titanio/DLC
e grupo controle. Fonte: Protocolo de pesquisa (2023).

A Tabela 3 mostra o resultado dos testes simultaneos de Tukey para as
diferencas de médias entre os trés grupos, placas de titanio, titanio/DLC e o terceiro
grupo que estd com 0,1g de Ia de vidro para controle. Ao compararmos 0S grupos
placa de titanio com & de vidro, verifica-se que a média do grupo controle € maior do
gue a média obtida no grupo de placa de titanio em 1.878, sendo esta uma diferenca
significativa (p<0.05) entre estes dois grupos. Na comparacdo entre a placa de
titAnio/DLC e o grupo controle de 1a de vidro, observa-se que a média obtida no
grupo de placa titanio/DLC é menor do que no grupo controle em -2.164, sendo esta
uma diferenca significativa (p<0.05) entre estes dois grupos. Quando comparamos
0s grupos placa titanio/DLC e placa de titanio, verifica-se que a média obtida no
grupo de placa titanio/DLC é menor do que no grupo controle em -0.286, contudo,
esta ndo é uma diferenca significativa (p<0.05) entre estes dois grupos.
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Tabela 3 - Testes simultdneos de Tukey para as diferencas de médias de formacédo de biofilme
produzido por S. marcences em placas de titanio, titdnio/DLC e la de vidro. Fonte: Protocolo de
pesquisa (2021).

i o Diferenca EP da Valor-P
Diferenca de Niveis o . IC de 95% vValor-T
de Médias Diferenca Ajustado
Placa de Titanio - L& de Vidro -1.878 0.318 (-2.671;-1.086) -5.91 0.000*
Placa Titanio/DLC - La de Vidro -2.164 0.318 (-2.957;-1.372) -6.82 0.000*
Placa Titanio/DLC - Placa de Titanio -0.286 0.318 (-1.079; 0.507) -0.90 0.645ns

Nivel de confianca individual = 98.02%

Nota: Os resultados sdo baseados em linhas e colunas ndo vazias em cada subtabela mais interna.

@ Teste de Tukey para comparac¢@es simultédneas de grupos (p-valor < 0.05).

*Valores Significativos; NS - Valores Nao Significativos.

Interpretacé&o do teste:

Ho: N&o ha uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

Ha: Ha uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

Decisdo: Como o valor de p computado € menor que o nivel de significancia alfa = 0,05, deve-se
rejeitar a hipétese nula Ho e aceitar a hipétese alternativa Ha.

ICs Simultane os de 95% de Tukey
Diferengas de Médias para Resultado

Placa de Tit - 1.d de Vidro } . }

Placa DLC - La de Vidro | » |

Placa DL.C - Placa de Tit } »

e g

Se um intervalo ndo contiver o zero, as médias correspondentes serdo significativamente
diferentes.

Figura 10: Teste de Tukey das médias de formagdo de biofiime produzido por S. marcences em
placas de titanio, titnio/DLC e |a de vidro. Fonte: Protocolo de pesquisa (2023).

A Figura 10 ilustra a Tabela 3, na qual, ao comparar a placa de titanio/DLC
com a placa de titanio, o intervalo ultrapassa a faixa 0, sinalizando uma diferenca

nao significativa entre os dois grupos.



39

4.3  IMAGENS DA MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As imagens capturadas através da MEV, demonstraram formacé&o de biofilme
da bactéria S. marcescens na superficie da placa ortopédica de titanio puro (Figura
11). Em contrapartida, na superficie do implante ortopédico de titanio revestido com

filme de DLC, nao foi observada nenhuma formacao de biofilme bacteriano (Figura
12).

EHT =19.01 kW Signal A = SE1 Date 22 Feb 2024
WD =415 mm Photo No. = 23 Time :15:55:41

Figura 11: Imagem da placa ortopédica de titdnio, capturada por MEV. Observa-se a presenca de

colonizagéo bacteriana (biofilme) sobre a superficie do implante. Fonte: ThermoFisher Apreo VS SEM
— LBCT UENF (2024).

Dwe 22 Fob 2004 e
Terw 104327

Figura 12: Imagem da placa ortopédica de titanio revestido com DLC, capturada por MEV. Observa-se

a auséncia de colonizacao bacteriana (biofilme) sobre a superficie do implante. Fonte: ThermoFisher
Apreo VS SEM - LBCT / UENF (2024).
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4.4 VISUALIZACAO DAS ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ERO)

Analisando as imagens capturadas através do MEF, visualiza-se que o
implante ortopédico de titanio (Figura 13), em contato com a 2,7-diclorofluoresceina
durante 30 min, ndo apresentou nenhum aspecto fluorescente, devido a nao
producdo de ERO, demonstrando apenas a luz amarela do equipamento. Ja na
placa de titnio revestida com DLC (Figura 14), sob o mesmo tratamento,
observamos o aspecto luminoso verde fluorescente refletido na imagem. Este
aspecto fluorescente se da devido a liberacdo de ERO pela superficie do DLC, em
contato com a 2,7-diclorofluoresceina. Esta liberacdo de ERO é o mecanismo pelo
qual sugerimos que o DLC seja capaz de inibir a aderéncia bacteriana em sua

superficie.

Figura 13: Imagem da placa ortopédica de titanio, visualizada através do MEF, demonstrando n&o
produzir ERO, ndo apresentando nenhum aspecto fluorescente apés ser banhada com 2,7-
diclorofluoresceina, por 30min. Fonte: AxioCam MR5 (Zeiss) e software AxionVision LE (versdo 4.8.2,
Zeiss) (2024).
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Figura 14: Imagem da placa ortopédica de titanio revestida com DLC, visualizada através do MEF,
demonstrando produzir ERO, apresentando aspecto verde fluorescente, apés ser banhada com 2,7-
diclorofluoresceina, por 30min. Fonte: AxioCam MR5 (Zeiss) e software AxionVision LE (versao 4.8.2,

Zeiss) (2024).
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5 DISCUSSAO

A formacao de biofilme € importante para a medicina e merece atencdo, uma
vez que sao responsaveis por mais de 80% das infeccbes microbianas no corpo,
incluindo proteses e dispositivos de fixacdo interna. Em estudos in vitro, foi
observado que Pseudomonas aeruginosa, S. aureus e Staphylococcus epidermidis
podem facilmente formar biofilmes em parafusos ortopédicos de aco inoxidavel e
titdnio. E que estas mesmas bactérias também possuem fortes forcas de adesao aos
corpos estranhos (VEERACHAMY e col., 2014). Em hospital veterinario universitario,
foi constado uma taxa de infec¢do em sitio cirtrgico de 4,25 a 16%, no pos-cirdrgico
de pacientes hospitalizados (ARIAS et al., 2013).

Conforme dito por Moraes et al. (2013), os dispositivos médicos implantados
ainda ndo sdo capazes de resistir ativamente a adesao bacteriana, colonizacao e
formacéo de biofilme. Dessa forma, se faz necesséria a busca de biomateriais e
associacOes entre eles que impecam esse processo ou, que pelo menos, tenham a
minima porcentagem de ades&o in vitro, aumentando as chances de impedir a
adesao bacteriana, colonizacdo e formacao de biofilme in vivo. Com isso, neste
trabalho se apresenta uma alternativa para este problema, em que foi demonstrado
qgue o filme de DLC em placa ortopédica de titanio, in vitro, foi capaz de inibir a
adesdao bacteriana em sua superficie.

A incidéncia de infeccdo pdés-operatdria, conforme Sandness (2023), esta
fortemente ligada ao risco de explantacdo do implante ortopédico e, em um a cada
cinco pacientes envolvidos em fraturas expostas, submetidos a osteossintese com
fixacdo interna, precisaram de uma segunda intervencdo cirdrgica para remocao
deste implante. Deste modo, a prevencdo de infec¢cbes pds-operatorias devera
continuar sendo realizada através de antibioticos sistémicos o0 quanto antes, ainda
mais sabendo que as fraturas expostas tém alta probabilidade de contaminacao.
Além disso, existem outros métodos que podem contribuir para prevenir tais
infec¢des, que sdo o uso de antibidticos locais, e 0 que tem sido muito estudado
ultimamente, € a modificacdo da superficie dos implantes por biomateriais que
tenham propriedades antimicrobianas (SANDNESS; PERRY; BRUCE, 2023). Este &
0 caso dos filmes de DLC, onde foram observadas caracteristicas que impedem a

aderéncia do biofime nas placas, diminuindo a resisténcia antibidtica e,
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consequentemente, o uso prolongado deles.

Uma vez que o principal problema relacionado aos implantes ortopédicos seja
a infeccdo bacteriana, € importante a aplicacdo de biomateriais que apresentem
atividade antimicrobiana. Devido as suas excelentes caracteristicas de
biocompatibilidade, nao toxicidade, compatibilidade sanguinea, nao
carcinogenicidade, acrescida a ag¢do antibacteriana e antibiofilme, o revestimento
com filme de DLC tem sido amplamente estudado para utilizacdo em dispositivos
médicos (ZHOU et al., 2008).

Peng et al. (2022) comentaram que instrumentais cirirgicos ndo podem ser
mantidos totalmente estéreis, e que seria interessante se 0 material destes
instrumentos tivesse propriedades antibacterianas. Inclusive, os prions dificilmente
sao eliminados na esterilizagdo comum, em fungéo de sua estrutura especializada. E
o filme de DLC nestes equipamentos cirdrgicos impede a adesdo destes agentes
patogénicos, diminuindo assim, o risco de infeccdo. Com isso, 0 revestimento de
DLC seria uma excelente alternativa para estes instrumentais devido as suas
propriedades antimicrobianas e biocompatibilidade tecidual.

Uma das grandes questfes no uso de biomateriais para aplicacdo biomédica
€ que, no caso de dispositivos para implantes, o material ficar4d diretamente em
contato com os tecidos bioldgicos, o que normalmente causa uma inflamacdo no
tecido, e esta inflamacao atrai macréfagos que geram um ambiente acido no local
gue, consequentemente, corrdi o biomaterial. Por isso, o0s dispositivos para
implantes devem ter alta resisténcia ao desgaste e a corrosdo, que é uma das
caracteristicas que o revestimento com DLC tem proporcionado aos materiais
(PENG et al., 2022).

Wachesk et al. (2021) afirmam em seu experimento que a aplica¢ao do filme
de DLC, em comparacdo com aco inoxidavel, reduziu a contagem de macréfagos,
que seriam provenientes da reacdo tecidual, mostrando que a utilizacdo deste
proporciona excelente biocompatibilidade, jA que nédo gera danos ao tecido nem
inflamacéo local.

Em estudo realizado por BEIRIZ et al. (2022), constataram que houve maior
formacédo de biofilme de P. aeruginosa em hastes de titanio do que em hastes de
cromo-cobalto. Comentaram também que o ago inoxidavel apresenta uma taxa de
infeccdo maior que as ligas de titanio. Além disso, a escolha do biomaterial dos

implantes ortopédicos faz toda a diferenca para o sucesso do procedimento



44

cirurgico, e esté diretamente ligado ao indice de infeccao.

A utilizacdo da pelicula de DLC como revestimento de dispositivos médicos
tem sido amplamente comercializada atualmente, por diversas empresas com
inlmeros nomes comerciais, e a apropriacdo destes em tecnologias para implantes
ortopédicos e produtos biomecénicos vem crescendo cada vez mais nos ultimos
anos. Sua visualizagdo global e constante investimento por parte da comunidade
cientifica tem revelado sua relevancia para fins comerciais e académicos (ZIA et al.,
2023). Porém, atualmente todos os revestimentos disponiveis no mercado visam
apenas suas excelentes caracteristicas mecéanicas e baixo coeficiente de atrito, que
melhoram sua resisténcia ao desgaste, atrelados a sua boa biocompatibilidade,
nenhum deles ainda explora suas propriedades antibacterianas.

O DLC tem sido utilizado como revestimento para melhorar o desempenho de
diferentes equipamentos biomédicos, como: préteses articulares, proteses de valvula
cardiaca, cateteres, stents vasculares, implantes dentérios, dentre outros. Outra
aplicacdo em que o revestimento de DLC tem se destacado € em préteses de
articulagbes. Segundo Zia (2023), tem aumentado a vida util dos implantes e
melhorado o seu desempenho, em raz&o do baixo coeficiente de atrito e resisténcia
ao desgaste. Além disso, comparando aos biomateriais ndo revestidos, o filme de
DLC como revestimento foi capaz de diminuir a contagem de estafilococos na
superficie dos biomateriais (PENG et al., 2022; ZIA et al., 2023).

ZHOU et al. (2008) também constataram em seu trabalho a eficicia do DLC
como revestimento, demonstrando sua propriedade antibacteriana. No entanto,
segundo os autores, essa capacidade de resistir a adesdo bacteriana dos filmes de
carbono, se d& pela sua baixa energia e inércia quimica. Um resultado que difere do
Nnosso experimento, em que atribuimos a propriedade antibacteriana a sua producao
de ERO.

Conforme descrito por Zia et al. (2023), a biocompatibilidade dos filmes de
DLC depende de sua capacidade de liberar ions de carbono, o que ird variar de
acordo com sua estrutura cristalina ou amorfa. Os recobrimentos de DLC que
apresentam sua estrutura mais cristalina, ou seja, que contém maior nimero de
ligagbes sp3, tendem a liberar maior numero de ions de carbono e,
consequentemente, produzem mais ERO. Eles podem apresentar maior reacgéo
tecidual, ser citotéxicos e ser bem utilizados como agentes antibacterianos. O

acréscimo de particulas de diamante nanocristalino, incorporado ao filme de DLC,
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melhora suas caracteristicas eletroquimicas e sua resisténcia a corrosao, devido a
diminuicdo dos microporos na superficie (RAMOS et al., 2014). Estas afirmacdes
dao base aos resultados encontrados no presente experimento, pois utilizamos uma
placa com revestimento de DLC com estrutura predominantemente microcristalina, e
obtivemos bons resultados quanto as propriedades antibiofilme.

Segundo Grill (2003), as vantagens dos revestimentos com DLC vao além da
sua inércia quimica e biocompatibilidade, pois apresentam também boa
hemocompatibilidade, o que possibilita sua utilizacdo em dispositivos médicos que
ficam em contato direto com sangue, como em aplicagbes coronérias, partes de
coracbes artificiais e marcapassos. Os revestimentos com DLC também
demonstraram ser neurocompativeis e apresentaram atividades antimicrobianas
(ROY; LEE, 2007). A combinacdo do DLC com titanio promoveu uma maior
diferenciacdo das células da medula 6ssea de ratos em osteoblastos e diminuiu a
ativacdo dos osteoclastos, o que contribuird para sua aplicacdo em implantes
ortopédicos, ja que esse resultado levaria a uma cicatrizacdo 0ssea mais rapida
(GRILL, 2003). Nestas condicdes, o presente trabalho se beneficia, pois nossa
pesquisa € voltada para implantes ortopédicos e utilizamos uma placa de titanio
revestida com DLC.

Um estudo recente realizado por Watari et al. (2021), que corrobora o0s
resultados obtidos em nosso trabalho, observou as propriedades antiadeséo e
antibiofilme do revestimento intraluminal com filme de DLC em cateteres urinarios, e
relataram que o DLC foi eficaz contra a aderéncia de biofilmes de Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli. Neste mesmo estudo, Watari et al. relataram que o
DLC era incapaz de inibir o biofilme de Staphylococcus aureus, no entanto,
Myllymaa et al. (2013) obtiveram respostas contrérias. Acreditamos que essas
diferencas sejam devido aos métodos de cultura bacteriana distintos (PENG et al.,
2022).

O revestimento com DLC mostrou ter propriedades antiaderentes
independente da espécie bacteriana, onde em superficie de polietileno de ultra alto
peso molecular (UHMWPE) revestido com DLC, foi capaz de resistir as diferentes
cepas bacterianas (DEL PRADO et al., 2012).

Em estudo realizado por Santos et al. (2017), foram produzidos filmes de DLC
e DLC com canfora, aderidos em substrato de poliuretano, para avaliar o

crescimento de biofilme formado por leveduras de Candida albicans. Foi observado
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que o filme de DLC e DLC com canfora reduziram a formagdo do biofilme em mais
de 90%, em comparacdo com o poliuretano puro. Sinalizando assim, a eficacia do
DLC como material de revestimento antimicrobiano, para ser utilizado em
equipamentos biomédicos.

Em seu experimento, Zhou et al. (2008) compararam dois tipos de filmes de
carbono: um continha em sua composicdo moléculas de hidrogénio e no outro
apenas o filme de carbono puro. E observaram que, mesmo apresentando maior
rugosidade em sua superficie, o revestimento com filme de carbono livre de
hidrogénio apresentou melhor desempenho, pois um numero menor de bactérias
aderiu a sua superficie. Isso prova que a capacidade antiadesdo bacteriana do
implante revestido com filme de DLC, utilizado neste trabalho, ndo se da apenas por
suas caracteristicas externas de menor rugosidade e de baixo atrito, mas sim,
devido as propriedades intrinsecas do material que inibem a aderéncia de bactérias
em sua superficie, como no caso apresentado pela liberacdo de ERO.

Lopes et al. (2017) constataram que filmes de apatita-TiO2-DLC diminuiram o
crescimento de biofilme de bactérias comuns em ambientes hospitalares. No mesmo
trabalho, relataram o crescimento da atividade bactericida do DLC quando associado
com o Diéxido de Titanio (TiO2). Em outro experimento, Wachesk et al. (2021)
também demonstraram que a combinacdo do TiO2 com DLC in vivo, inibiu a
formacao de biofilme bacteriano, apresentando auséncia de infeccédo e a diminuicédo
do processo inflamatdrio quando colocado em peritbnio de ratos. Todos estes
resultados concordam com o trabalho em questdo e confirmam sua relevancia e
aplicabilidade em implantes ortopédicos, pois comprovam a eficacia dos
revestimentos com DLC para inibir a adesao de biofilme bacteriano, e ndo apenas da

S. marcescens, como também de diversas outras bactérias formadoras de biofilme.

51 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho, avaliamos as propriedades antibiofilme e antibacteriana
da placa em questdo. Um novo experimento, in vivo, serd necessario para que

possamos avaliar suas propriedades citotdxicas, como ela se comportara em meio
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ao tecido vivo do animal, e quais as rea¢des 0 organismo vivo podera manifestar.

Devem ser realizados estudos para definir a estrutura e as porcdes de
ligacbes sp2/sp3 ideais, que sejam necessarias para serem utilizadas em
revestimentos de DLC para implantes ortopédicos, de maneira que haja um ajuste
correto, para que ndo sejam citotoxicas para o tecido do paciente, mas que sejam
capazes de inibir a formac&o de biofilme bacteriano nas placas ortopédicas.

Estudos demonstraram que, em fraturas expostas corrigidas com fixacao
interna, 65% delas precisaram de novo procedimento cirdrgico devido a
contaminagao bacteriana nos implantes (SANDNESS; PERRY; BRUCE, 2023). Por
esta razdo, é imprescindivel a busca por biomateriais ou revestimentos que, além de
serem biocompativeis, também impecam a adesdo do biofime nas placas
ortopédicas. Isso previne a ISC, facilita o tratamento quando ha necessidade deste e
diminui seus custos. Além de diminuir o sofrimento dos pacientes e seus
responsaveis, pode ser aplicado a medicina humana, promovendo bem-estar e

qualidade de vida.
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6 CONCLUSAO

Concluimos que o revestimento com filme de DLC foi eficaz para inibir a
formacéo de biofilme bacteriano de S. Marcescens em implantes ortopédicos in vitro.
Portanto, devido as suas propriedades antibacterianas, o DLC tem enorme potencial
para prevenir infeccbes em sitio cirdrgico ortopédico. Concluimos também que o
método pelo qual o DLC impede a adesdo das bactérias em sua superficie € em
virtude de sua capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio, que interagem

com 0s microrganismos, impedindo sua aderéncia.
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