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RESUMO

A exploracdo espacial ¢ uma atividade emergente que gera um mercado biliondrio em
constante crescimento ¢ amplia o conhecimento humano nas mais diversas areas. Estagdes
espaciais permitem a estadia humana nas condi¢des severas do ambiente espacial durante
longos periodos e a tendéncia ¢ que se tornem acessiveis para uma parte da populacdo ainda
neste século. Os microrganismos presentes nessas estacoes, em especial as bactérias,
representam potenciais perigos tanto para a tripulacdo quanto para a populacdo na Terra,
tendo em vista que nesse ambiente as bactérias estdo mais sujeitas a altos niveis de radiacao,
logo, mais propicias a sofrerem mutacdes e se tornarem mais resistentes e letais e, caso essas
bactérias retornem a Terra, podem acarretar inclusive em novas pandemias. Uma forma de
reduzir esses potenciais riscos seria a implementacdo de superficies com propriedades
bactericidas para impedir a fixacdo desses seres e sua inativa¢do ao longo do tempo, além
disso, abordagens bioinspiradas representam uma alternativa eficiente, em geral, de baixo
custo e ambientalmente amigdvel para a sintese dessas novas superficies bactericidas. Sendo
assim, o objetivo do presente trabalho ¢é realizar uma revisdo bibliografica acerca das
potencialidades e desafios da exploragdo espacial, avaliar na literatura o estado da arte sobre a
produgdo de superficies bactericidas bioinspiradas, bem como sua potencial utilizagdo pela
industria aeroespacial. Para isso, foram analisadas trés abordagens para a confeccdo de
superficies: utilizando revestimentos com peptideos antimicrobianos, revestimentos com
compostos quaternarios de amonio e superficies nanoestruturadas que promovem a lise das
bactérias ao contato, avaliando, também, modelos tedricos para identificar os parametros
Otimos para essas nanoestruturas. Os peptideos antimicrobianos se mostraram invidveis,
principalmente devido a radiagdo, enquanto os compostos quaternarios de amonio
apresentaram usos limitados devido a sua genotoxicidade em células de mamiferos. Ja as
superficies nanoestruturadas se mostraram com enorme potencial para usos em ambientes

espaciais, em especial pela estabilidade dessas estruturas.

Palavras-chave: Superficies bactericidas. Ambiente espacial. Revestimentos. Nanoestruturas.



ABSTRACT

Space exploration is an emerging activity that generates a constantly growing billion-dollar
market and expands human knowledge in the most diverse areas. Space stations allow humans
to stay in the harsh conditions of the space environment for long periods of time, and the trend
is that they will become accessible to a portion of the population later this century. The
microorganisms present in these stations, especially bacteria, represent potential dangers for
both the crew and the population on Earth, since in this environment the bacteria are more
subject to high levels of radiation, thus more likely to mutate and become more resistant and
lethal, and if these bacteria return to Earth, they may even lead to new pandemics. One way to
reduce these potential risks would be the implementation of surfaces with bactericidal
properties to prevent the attachment of these beings and their inactivation over time,
moreover, bio-inspired approaches represent an efficient, generally low-cost and
environmentally friendly alternative for the synthesis of these new bactericidal surfaces.
Therefore, the objective of the present work is to perform a literature review about the
potentialities and challenges of space exploration, to evaluate in the literature the state of the
art on the production of bioinspired bactericidal surfaces as well as their potential use by the
aerospace industry. To this end, three approaches for making surfaces were analyzed: using
coatings with antimicrobial peptides, coatings with quaternary ammonium compounds and
nanostructured surfaces that promote the lysis of bacteria on contact evaluating also
theoretical models to identify the optimal parameters for these nanostructures. The
antimicrobial peptides proved to be unfeasible, mainly due to radiation, while the quaternary
ammonium compounds presented limited uses due to their genotoxicity in mammalian cells.
Nanostructured surfaces, on the other hand, have shown enormous potential for uses in space

environments, particularly because of the stability of these structures.

Keywords: Bactericidal surfaces. Space environment. Coatings. Nanostructures.
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1 INTRODUCAO

A exploracdo espacial ¢ uma atividade em ascensdo continua, gerando diversos
avancos tecnologicos a humanidade e sendo um mercado que movimenta bilhdes de dolares
anualmente (CARTER, 2021). Porém, dado o avanco humano frente a regides até entdo
inexploradas, tais como a constru¢do de estagdes espaciais, o planejamento de missdes de
exploracdo tripuladas para outros corpos celestes, bem como a ascensdo do turismo espacial
através de empresas privadas, fez com que o perfil de risco associado as atividades espaciais
mudasse drasticamente de maneiras que as organizagdes regulatdrias e politicas ndo previam
(RICCIARDI et al., 2021) emergindo como uma nova fronteira de riscos envolvendo a
biosseguranga.

As populagdes bacterianas, quando se aderem as superficies espaciais, formam
estruturas complexas conhecidas como biofilmes bacterianos que permitem a elas
desenvolverem modificagdes nos genes € na expressao génica por meio de selecdo ambiental
e por hibridizagdo com cepas compativeis com o ambiente espacial, resultando em maior
invasividade ou novo comportamento patogénico (LANDRY et al., 2020; RICCIARDI et al.,
2021). Aumentando, assim, seus fatores de viruléncia e patogenicidade a partir de cada
geracdo, desenvolvendo respostas adaptativas e tornando-se mais competitiva do que uma
cepa normal da mesma espécie presente na Terra (RICCIARDI et al., 2021). Embora Mora et
al. (2019) afirme que as condi¢des da Estacdo Espacial Internacional sdo seletivas, mas nao
alteram as caracteristicas microbianas relevantes para a saide humana, Ricciardi et al.(2021,

p. 2, tradugdo nossa) ressalta que:

Um cendrio de invasdo biologica seria analogo a desastres naturais ou tecnologicos
extremos (por exemplo, grandes terremotos, colapsos nucleares) que, embora
tipicamente raros, tém consequéncias potenciais que sdo inaceitaveis e, portanto,
merecem salvaguardas exclusivas.

Além disso, foi demonstrado que as condi¢des espaciais alteram a estabilidade de
medicamentos que seriam usados em voo para tratar infec¢gdes (LANDRY et al., 2020)
tornando o potencial aumento da patogenicidade de cepas evoluidas no ambiente espacial uma
ameaca ainda maior a saude da tripulagao.

A integridade estrutural das estruturas espaciais ¢, também, um fator importante a ser
considerado, pois elas podem ser afetadas pela presenca de microrganismos. A formagao de
biofilmes em superficies € a biocorrosdao dos equipamentos espaciais ¢ dos sistemas de

suporte a vida causam danos aos materiais, resultando em falhas e interrupgdes no
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funcionamento destes. Além disso, ha a possibilidade das bactérias estragarem o suprimento
limitado de alimentos para a tripulagdo, tornando-se, portanto, uma preocupacao significativa
para todas as agéncias espaciais (KLINTWORTH et al., 1999; LANDRY et al., 2020; MORA
etal.,2019).

Tendo em vista as potenciais ameacgas das bactérias nas estruturas espaciais, 0s
astronautas dedicam significativas quantidades de tempo em oOrbita & manutenc¢do e limpeza
(JEMISON; OLABISI, 2021). Sendo assim, superficies que podem reduzir a contaminagao
bacteriana sem exigir tal limpeza podem ser benéficas para a satide e a produtividade da
tripulacdo. Além disso, a utilizacdo dessas superficies reduziria a carga 1til devido a menor
necessidade de material de limpeza, o que resultaria em uma economia significativa, ja que os
custos por quilo a ser enviado ao espago sdo da ordem de milhares de dolares (BOEN, 2008).

Novas estratégias para o desenvolvimento de superficies bactericidas se fazem
necessarias tendo em vista sua vantagem em termos de custo, saude, seguranga e mais tempo
util disponivel para a tripulagdo no caso de futuras exploragdes tripuladas. Além disso, essas
superficies podem contribuir para evitar a colonizagdo de novos corpos celestes, sendo esse
um principio fundamental assinado por grande parte dos paises pertencentes a Organizagao
das Nagdes Unidas (NACOES UNIDAS, 1967).

Abordagens bioinspiradas trazem grande potencial para a produgdo de novas
tecnologias, sendo que estruturas nanoestruturadas bioinspiradas que exibem propriedades
bactericidas tém sido cada vez mais pesquisadas e refinadas nos ultimos anos (JEMISON;
OLABISI, 2021). Diversos estudos concluem que as superficies das asas de libélulas contém
nanoestruturas capazes de matar fisicamente as bactérias (BANDARA et al, 2017;
JAGGESSAR et al., 2017; JEMISON; OLABISI, 2021; MAINWARING et al., 2016), além
disso, superficies contendo peptideos antimicrobianos (PAMs) (ALVES; PEREIRA, 2014) ¢
sais quaternarios de amonio (JIAO et al., 2017) sdo materiais de potencial interesse para a

confec¢ao de superficies funcionais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar um estudo comparativo entre as diferentes estratégias para a producdo de

superficies bactericidas bioinspiradas para usos na exploracao espacial.

2.2 Objetivos especificos

e Elaborar uma revisao bibliografica acerca do ambiente espacial, das estruturas espaciais,

das potencialidades do turismo espacial, dos materiais empregados na exploragdo espacial

e dos biofilmes bacterianos.

e Aprofundar conhecimentos sobre tratamentos superficiais e técnicas para fabricagdo de

superficies bactericidas.

e (Comparar estratégias para confeccdo de superficies bactericidas bem como os pardmetros

que afetam sua eficacia em estruturas e instrumentos espaciais.

e Encontrar os pardmetros de maior influéncia na lise de bactérias a partir de modelos

tedricos da interagdo da superficie com a parede bacteriana.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Ambiente espacial

O ambiente espacial pode ser entendido, a partir de uma perspectiva da propria Terra,
como a area que se estende para além da atmosfera terrestre (HORNECK, 2015). E
caracterizado por uma intensa radiacao de origem galactica e solar, intenso ciclo térmico para
estruturas em Orbita e pressdo extremamente baixa variando de 10”7 Pa a 10 Pa para regides
proximas da Terra, podendo chegar a 10'* Pa em regides afastadas de qualquer corpo celeste
(HORNECK, 2015). As posi¢des onde orbitam os satélites e as estagdes espaciais podem ser
divididas em duas regides principais:

a) Orbita terrestre baixa (OTB): regido esférica que se estende da superficie da Terra

até uma altitude que varia de 700 km a 2000 km (KRISHNAMURTHY, 1995;
IADC, 2007). E onde orbitam as estagdes espaciais e a maioria dos satélites
(FINCKENOR; GROH, 2015; SIMOES, 2014);

b) Orbita terrestre geoestacionaria (OTG): 6rbita cujo periodo orbital é igual ao
periodo sideral da Terra (23h e 56min) (FILHO; SARAIVA, 2018). A altitude desta
orbita circular unica esta perto de 35.786 km (IADC, 2007; SIMOES, 2014). Possui
a maior incidéncia de elétrons energizados na ordem de (10° - 10° eV) provenientes
dos ventos solares (KRISHNAMURTHY, 1995).

As diferengas relativas entre as duas regides apresentadas em relacdo a diversos
fatores, da perspectiva de uma estrutura espacial, estdo indicadas na Tabela 3.1. Ja a Figura
3.1 apresenta uma ilustracdo da posi¢do dos satélites ativos em Orbita, onde € possivel
perceber as duas regides por apresentarem a maior concentragao dos satélites. A regido
interna ¢ a Orbita terrestre baixa e a externa, formando uma estrutura que se assemelha a um

anel, ¢ a orbita terrestre geoestacionaria.
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Tabela 3.1 — Diferencas relativas entre a OTB e OTG

Caracteristicas do Orbita terrestre baixa Orbita terrestre
ambiente espacial (0OTB) geoestacionaria (OTG)
Altitude (km) acima de 700 35.900
Pressdo (Pa) 104 - 107 menor que 107°
Oxigénio Atdmico Possui Irrisoério
Radiagao Ultravioleta Reduzida Possui
Micrometeoritos Maior incidéncia Menor incidéncia
Ciclo térmico (°C) + 125 -190 a 150
Duragao de um ciclo solar em torno de 90 minutos ~24hrs

Fonte: Adaptado de KRISHNAMURTHY, 1995.

Figura 3.1 — Satélites ativos em Orbita terrestre

Fonte: SIMOES, 2014.

Tendo em vista a necessidade de se compreender as condigdes ambientais na qual os
materiais colocados em orbita ou destinados a exploracdo poderdo estar expostos, uma analise
detalhada de algumas caracteristicas gerais do ambiente espacial serd apresentada, dando
destaque as condi¢des enfrentadas pela International Space Station (ISS), ou Estacao Espacial
Internacional, que, por ser a maior estrutura em Orbita atualmente e também ser habitavel, sera
utilizada como principal referéncia para estudos.

A Tabela 3.2 apresenta uma sintese dos principais problemas que o ambiente espacial

provoca nos materiais em geral € uma descri¢ao de seus efeitos.
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Tabela 3.2 — Efeitos nocivos do ambiente espacial nos materiais

Caracteristicas do ambiente espacial Descricao de seus efeitos nos materiais

Criagao de defeitos cristalograficos
pontuais em estruturas cristalinas
Radiagao ultravioleta . D ~
Rompimento da cadeia principal, formacao
de radicais livres e ligagdes cruzadas em
materiais organicos

Desgaseificacdo de moléculas leves

Maior difusdao de moléculas de baixo peso

Vacuo ..
molecular e aditivos

Soldagem a vacuo

Alteragdes nas propriedades mecanicas
Ciclo térmico
Degradagao quimica

Formacgao de fraturas

Micrometeoritos
Penetragdo dentro da estrutura espacial
Oxidacao
Oxigénio atdmico Erosdo superficial

Formagao de fissuras

Fonte: Adaptado de KRISHNAMURTHY, 1995.

3.1.1 Variagdo gravitacional

A aceleragdo da gravidade exercida em um material destinado a integrar a ISS, seja em
sua estrutura ou em experimentos cientificos, varia em um intervalo acima de trés vezes a
aceleragdo na superficie terrestre (NTS, 2019), conforme experimentado durante a aceleragao
de uma nave espacial ao decolar ao espago (BARRY, 2001; JEMISON; OLABISI, 2021)
durante o langamento até atingir a escala de microgravidade depois que ela entra em Orbita
(NTS, 2019). Essa mudanca pode afetar a integridade de materiais de baixa qualidade ou
daqueles que ndo foram projetados para suportar tais tensdes (JEMISON; OLABISI, 2021).

Devido a microgravidade, gases, particulas e poeira, bem como moléculas volateis

permanecem suspensas, 0 que pode causar contaminagdes nos experimentos e obstru¢ao dos
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sistemas de filtragem (FINCKENOR; GROH, 2015; JEMISON; OLABISI, 2021). Sendo
assim, o fluxo de moléculas que emanam, no caso, da ISS, deve ser limitado de tal forma que
a média didria da taxa de deposi¢dao de massa a 27°C (300K) nas superficies de amostragem
seja limitada a 10* g/cm? por segundo, ndo podendo exceder 10 g/cm? por ano (SSP, 1994).
Portanto, a maioria dos materiais utilizados no compartimento habitavel devem, entre outros
critérios, possuir emissao toxica minima (JEMISON; OLABISI, 2021).

Em um ambiente confinado e habitado como uma estacdo espacial, o risco de
incéndio, apesar de ser considerado pequeno, ¢ um perigo extremo tendo em vista que formas
de evacuar o local seriam dificeis ou impossiveis (FRIEDMAN; JACKSON; OLSON, 2000).
Sendo assim, dados os riscos da presenca ndo controlada de chamas para a tripulagdo, os
materiais utilizados na estrutura e equipamentos presentes nas estacoes espaciais devem ser
escolhidos considerando o comportamento destes frente a microgravidade e a concentragdo de
oxigénio. Friedman; Jackson e Olson (2000) mostraram que a combustao por microgravidade
¢ extremamente sensivel ao fluxo de ar e a composi¢do atmosférica e, sob algumas condigoes,
a inflamabilidade do material em microgravidade pode ser maior que em gravidade normal,
dando destaque ao fato de que alguns materiais, quando vaporizados pelo calor das chamas,
tendem a ejetar bolhas ou goticulas quentes. Essas goticulas, quando em microgravidade,
podem se espalhar radialmente como fontes potenciais de igni¢do, aumentando os riscos de

um incéndio generalizado.

3.1.2 Temperaturas extremas e ciclo termal

O ambiente de missdes tripuladas mantém uma temperatura estavel em torno de 25°C
(NTS, 2019), porém, as condi¢des térmicas no espago sao extremas e dependem do tipo de
orbita e da configuragdo do satélite ou estagdo espacial (GHIDINI, 2018). No caso da ISS, ela
se move ao redor da Terra aproximadamente uma vez a cada 92 minutos, realizando dezesseis
ciclos térmicos por dia (FINCKENOR; GROH, 2015). Sendo assim, durante um relativo curto
intervalo de tempo, a superficie externa da estagdao atinge temperaturas extremas que variam
de 121°C quando em plena visdo do Sol a -157°C na sombra da Terra (JEMISON; OLABISI,
2021). Além disso, Dever et al. (2005) e Finckenor e Groh (2015) acrescentam que a variagao
da temperatura dos materiais ¢ influenciada ndo s6 pelas condigdes ambientais mas também
pelas suas propriedades termo-dpticas, ou seja, alta absortancia da luz solar e baixa emitancia

infravermelha que ¢ a energia emitida pela superficie de um corpo no espectro do
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infravermelho por segundo e por unidade de area (DICIO, 2022). Outros fatores sdo: a
exposicao destes frente ao Sol, a Terra e a outras superficies da espaconave, duragdes de
tempo na luz solar ¢ na sombra, sua massa térmica e a influéncia de equipamentos ou
componentes que produzam calor proximo a eles.

O ciclo termal extremo do ambiente espacial causa estresse térmico nos materiais
devido a diferenga no coeficiente de expansdo térmica e ¢ parcialmente responsavel pela
provocacdo de fissuras e rachaduras, permitindo ao oxigénio atomico atacar o material
subjacente, além de reduzir a aderéncia e alterar no tratamento superficial de componentes
estruturais e eletronicos, especialmente nos polimeros (FINCKENOR; GROH, 2015;
GHIDINI, 2018; KRISHNAMURTHY, 1995). A Figura 3.2 apresenta a influéncia da variagao

de temperatura dos materiais em amostras de filmes, resultando em falha catastrofica.

Figura 3.2 — Falha em amostra de filme devido ao ciclo térmico e oxigénio atdmico

Fonte: GHIDINI, 2018.

Questdes analogas devem ser consideradas para outras missoes, incluindo exploragao
de planetas extraterrestres, onde podem ocorrer temperaturas extremamente baixas ou

extremamente altas, bem como variagdes intensas de temperatura ao longo do dia deste corpo

celeste (GHIDINI, 2018).
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3.1.3 Vacuo

O véacuo espacial apresenta uma pressdo da ordem de 10® a 10" Pa (FINCKENOR;
GROH, 2015). Nessas condicdes, ocorre a aceleracdo da difusdo de moléculas de baixo peso
molecular e aditivos (KRISHNAMURTHY, 1995) no ambiente devido principalmente a
dessor¢do (processo fisico onde uma substancia previamente adsorvida ¢ liberada de uma
superficie) de agua de camadas de Oxidos ceramicos e materiais poliméricos, bem como a
desgaseificagdo de espécies leves gasosas liberadas por materiais organicos ou residuos
organicos aprisionados em camadas inorganicas (GHIDINI, 2018). Essas particulas migram
pelo vacuo e sdo mais propensas a se depositarem, eventualmente, em superficies frias devido
a condensacdo dessa nuvem de particulas (GHIDINI, 2018) onde essa contaminagao
molecular pode afetar as propriedades termo-Opticas dos materiais, das superficies do veiculo
e da carga 1util, bem como reduzir o desempenho da espaconave podendo causar mau
funcionamento de sistemas sensiveis como painéis solares, sensores € componentes Opticos
(FINCKENOR; GROH, 2015; KRISHNAMURTHY, 1995) afetando o desempenho cientifico
da missao.

Oxidos, filmes de superficie, Oleo, graxa ou outras substancias usadas como
lubrificantes para operacdo a longo prazo de dobradicas, engrenagens, rolamentos e contatos
elétricos sao diretamente influenciados pelo vacuo, pois podem liberar gases e oxidar. Isso
levaria a uma diminui¢do do desempenho da lubrificagdo ou até mesmo ao bloqueio dos
mecanismos rotativos com potencial perda de missdao (GHIDINI, 2018).

Para mitigar esses problemas, a National Aeronautics and Space Administration
(NASA), agéncia espacial do governo federal dos Estados Unidos, especificou o protocolo
SSP 30426, Requisitos de Controle de Contaminacao Externa da Estacdo Espacial, na qual
sdo definidos os limites para deposi¢cao molecular (FINCKENOR; GROH, 2015). O contetdo
volatil de materiais, quando expostos a um ambiente de vacuo, eram avaliados segundo a
norma ASTM E-595-7 (KRISHNAMURTHY, 1995), agora substituida pela ASTM
E595-15(2021) onde materiais organicos, poliméricos e inorganicos podem ser testados.
Conforme a ASTM (2021, p. 1, traducdo nossa), o procedimento deste teste consiste em “[...]
avaliar a perda de massa de materiais submetidos a 125°C a menos de 7 x 107 Pa por 24 h”.
Krishnamurthy (1995) complementa que os volateis sdo coletados a 25°C e a perda de massa
total (PMT) e material condensavel volatil coletado (MCVC) sdo calculados a partir da perda

de peso e ganho de peso, respectivamente. O requisito do material para aplicagdes no espago €
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de 0,1% no maximo para MCVC e 1% no maximo para PMT. A desgaseificagdo de alguns

polimeros usados em sistemas espaciais ¢ apresentada na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Dados de desgaseificacdo de alguns polimeros aplicados na ISS

Material Aplicacgio %PMT %MCVC
(policmhzg?nig‘:alllclfiallato) Estrutural 0,51 0,05
Kapton (filme de poliimida) Isolamento 0,44 0,01
Polietileno Filmes 0,41 0,16
Teflon (politetrafluoretileno) Isolamento 0,02 0,00
Mylar (filme de poliéster) Isolamento 0,59 0,00

Fonte: Adaptado de KRISHNAMURTHY, 1995.

3.1.4 Micrometeoritos naturais e detritos orbitais

Micrometeoritos naturais (objetos naturais, como poeira e rochas) e detritos orbitais
(objetos produzidos pelo ser humano, como fragmentos metalicos, lascas de tinta e
componentes de naves espaciais antigas) sdo ameagas reais para qualquer espagonave
(GHIDINI, 2018). Uma pequena fragao da populacao de micrometeoritos e detritos orbitais ¢
grande o suficiente para causar danos sérios e potencialmente catastroficos na colisdo com
uma espaconave (NTS, 2019) devido as altas velocidades de impacto de cerca de 16 km/s
(KRISHNAMURTHY, 1995) podendo chegar a velocidades de 42 km/s (NTS, 2019), valores
muito maiores que projéteis disparados por armas de fogo modernas - 1,2 km/s (PEREYRA,
1999).

Grandes detritos espaciais em Orbita ao redor da Terra sdo rastreados de tal forma que
a espaconave possa realizar manobras de preven¢do para evitar o impacto, mas nao ha
nenhuma maneira atual de evitar pequenos impactos de detritos (GHIDINI, 2018;
FINCKENOR; GROH, 2015). A maioria dos impactos em experimentos desenvolvidos foram
pequenos, criando crateras menores ou iguais a 0,5 mm de didmetro (FINCKENOR; GROH,
2015). A Figura 3.3 apresenta alguns exemplos de tipos de micrometeoritos naturais onde,
para efeito de comparagdo, a barra no canto inferior esquerdo possui o tamanho de 150 um

(0,015 cm).
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Figura 3.3 — Diferentes tipos de micrometeoritos naturais

‘%J'

Fonte: FOLCO; CORDIER, 2015.

Em muitos casos, os revestimentos protetores, quando penetrados por micrometeoritos
ou detritos, expdoem o material interno ao ataque do oxigénio atdmico e das radiagdes
ultravioleta (KRISHNAMURTHY, 1995).

Dois experimentos foram lancados para determinar o impacto e a frequéncia desses
detritos espaciais denominados Materials International Space Station Experiments I e I
(MISSE-1 e MISSE-2). Em 2003, foi determinado que a média de impactos desses detritos era
menos de 2 impactos/0,09m?/ano (PIPPIN 2006 apud FINCKENOR; GROH, 2015) porém, os
autores alertam que o aumento do lixo espacial pode gerar médias de impactos muito maiores.
Por exemplo, a fragmentacdo deliberada da espagonave Fengyun I-C em 2007 e a colisdo
entre os satélites Iridium 33 e Cosmos 2251 em 2009 aumentaram os detritos espaciais
rastreaveis em 60%. Como resultado desses dois eventos, o numero de particulas nao
rastreaveis pode ter aumentado em 250.000 ou mais, segundo a publicagdo da Orbital Debris
Quarterly News (ODQN, 2010), uma publicagdo trimestral do Escritério do Programa de
Detritos Orbitais da NASA. A Figura 3.4 mostra a previsao do acimulo de detritos espaciais
maiores que 10 cm para diferentes orbitas sendo a linha central a média e incerteza no valor
de um desvio padrdo (1o), além disso, estima-se que detritos menores também tenham uma

projecdo de crescimento similar.
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Figura 3.4 — Projecao do crescimento de detritos orbitais maiores que 10 cm
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Fonte: ORBITAL DEBRIS QUARTERLY NEWS, 2010.

Para garantir o planejamento e evitar acidentes que geram ainda mais lixo espacial, foi
criada a Inter-Agency Space Debris Coordination Committee (IADC) que “¢é um forum
internacional de agéncias espaciais, entidades governamentais ou intergovernamentais
autorizadas para a coordena¢do de atividades relacionadas as questdes de detritos naturais e
produzidos pelo homem no espaco.” (IADC, 2020, p. 5, tradugdo nossa). A IADC ¢ aplicavel
ao planejamento de missdes e ao projeto e operacdo de naves espaciais e estagios orbitais que
serdo injetados na 6rbita da Terra (IADC, 2002).

Indo além da orbita baixa da Terra, a ameaga de detritos orbitais é substancialmente
menor, mas a presenga de micrometeoritos persiste, ndo sendo amplamente quantificados,

podendo representar riscos as missdes de longa distancia (GHIDINI, 2018; NTS, 2019).

3.1.5 Oxigénio Atémico

O oxigénio atdomico (OA) ¢ produzido pela fotodissociagdo do oxigénio molecular
devido a radiagdo ultravioleta (UV) em altitudes entre 200 km e¢ 700 km (FINCKENOR;
GROH, 2015; GHIDINI, 2018; KRISHNAMURTHY, 1995). E o componente mais
significativo do ambiente espacial na oOrbita terrestre baixa (GHIDINI, 2018) em termos de
corrosdo e degradagdo de material. O fluxo de oxigénio atdbmico na OTB ¢ de 10" a 10'¢

atomos/cm* a cada segundo (KRISHNAMURTHY, 1995) variando em fung¢io da altitude,
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velocidade relativa entre o OA e a estrutura espacial, bem como com a atividade solar
(GHIDINI, 2018) onde ha uma diferenca no fluxo de OA entre o0 maximo solar (fluxo mais
alto) e o minimo solar (fluxo mais baixo) de uma ordem de grandeza (FINCKENOR; GROH,
2015).

O principal efeito do OA ¢é a oxidacdo seguida pela erosdo de materiais, tanto
metalicos quanto poliméricos, bem como em revestimentos, provocando sua descamacio com
risco consideravel de contaminagdo e degradacdo da funcionalidade da camada interna
(GHIDINI, 2018; KRISHNAMURTHY, 1995). Os polimeros sdo os materiais mais afetados
j4 que o oxigénio atdmico reage fortemente com materiais que contenham ligacdes de
carbono, nitrogénio, enxofre e hidrogénio (FINCKENOR; GROH, 2015) causando oxidacao
seguida de erosdao da superficie dos polimeros, alterando, assim, a morfologia da superficie,
propriedades Opticas, térmicas e mecanicas, além de sofrer perda de massa
(KRISHNAMURTHY, 1995). Mesmo os materiais protegidos por revestimentos protetores de
OA podem se degradar em locais onde houver defeitos no revestimento devido ao impacto de
micrometeoritos (FINCKENOR; GROH, 2015; KRISHNAMURTHY, 1995). A Figura 3.5
apresenta a degradacao das extremidades de um painel solar da ISS ap6s um ano de exposi¢ao
direta ao oxigénio atdmico em que, apos a oxidacdo completa do revestimento de Kapton,
exibe o revestimento interno feito de aluminio (BANKS et al., 2004), a direita foi dada uma

aproximacao com a camera na regido da degradacao.

Figura 3.5 — Degradacio dos revestimentos nas extremidades de um painel solar da ISS

Fonte: BANKS et al., 2004.
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Os polimeros organicos reagem aproximadamente na mesma taxa, embora oS
fluoropolimeros e silicones sejam menos reativos como visto na Tabela 3.4, que apresenta a
eficiéncia, em termos de volume de material, com que alguns tipos de polimeros reagem com
10** 4tomos de oxigénio. No caso do teflon (politetrafluoretileno), a reatividade lenta é
atribuida a maior forca de ligacdo da ligacdo carbono-flior e a natureza endotérmica da
reacdo de oxidagdo, ja o silicone forma uma camada protetora de silica vitrea na reagdo com o

oxigénio atdmico (KRISHNAMURTHY, 1995).

Tabela 3.4 — Eficiéncia da reatividade de polimeros com oxigénio atomico

Material Eficiéncia da Reatividade (cm® / 10** 4tomos)
Poliimida 3,0
Poliéster 34
Polietileno 3,7
Polisulfona 2.4
25% polissiloxano / 75% poliimida 1,3
Teflon <0,05
Silicone < 0,05

Fonte: Adaptado de KRISHNAMURTHY, 1995.

3.1.6 Radiacdo

Entende-se por radiacdo a emissdo ou propagacdo de energia na forma de ondas
eletromagnéticas ou de particulas subatomicas, também denominada radiagdo corpuscular
(COLLINS, 2014; LAND, 2019). As radiacdes ionizantes possuem energia suficiente para
alterar o estado fisico de um atomo e causar a perda de elétrons, tornando-os eletricamente
carregados (FIOCRUZ, 2003) e, portanto, apenas estas serdo consideradas no presente topico
do trabalho.

Ao nivel do mar, a radiagdo cdésmica ¢ atenuada para uma média global de 0,22 mGy
por ano devido a protecdo feita pela magnetosfera e pela atmosfera. Na ISS, que estd
localizada na orbita terrestre baixa onde a prote¢do atmosférica ¢ praticamente nula, a dose foi

calculada em 675,4 nGy por dia, ou 246,7 mGy por ano, mais de 1.000 vezes a dose anual do
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nivel do mar na Terra, enquanto na 6rbita geoestaciondria a radiagdo ¢ de 104 Gy por ano,
quase 500.000 vezes a dose anual do nivel do mar da Terra (JEMISON; OLABISI, 2021).
Esses valores de radiacao sao influenciados pela interacao da radiacdo com a blindagem e a
atmosfera interna de uma espaconave, bem como pelo ciclo solar de 11 anos do Sol, que pode
aumentar ou diminuir os valores de radiagdo emitida por ele (JEMISON; OLABISI, 2021).
Porém, os autores (p. 78, traducdo nossa) afirmam que “a radia¢do cdsmica nunca foi
totalmente blindada por nenhuma espaconave, expondo tanto a tripulagdo quanto os
suprimentos a radia¢ao”.

Finckenor e Groh (2015, p. 13, tradug@o nossa) explicam que “as trés principais fontes
de radiacdo de particulas carregadas que ocorrem naturalmente no espaco sio 0s raios
cosmicos galacticos, eventos de protons solares e os cinturdes de radiacdo presa [radiacao do
espaco presa no campo magnético da Terra]”. Além disso, acrescenta que no caso da ISS a
maioria da radiagdo recebida acontece quando ela sobrevoa a Anomalia do Atlantico Sul.

A Anomalia do Atlantico Sul (AAS) ¢ uma regido de intensidade magnética reduzida
onde o cinturdo de radiacdo interno estd mais proximo da superficie da Terra. As particulas
energéticas capturadas pelo campo geomagnético podem atingir altitudes mais baixas
formando uma regido de alta radiacdo (ZOU et al., 2015). Isso resulta em um niimero maior
de particulas energéticas na regido da AAS em comparagao com outros lugares (NASUDDIN
et al., 2019) como mostrado na Figura 3.6, onde a AAS esta representada pela cor vermelha
indicando a regido de maior quantidade de particulas energéticas. Satélites em orbita baixa da
Terra que passam pelo AAS sdo periodicamente expostos a varios minutos de forte radiagao,
criando problemas para instrumentos cientificos, seguranca humana e eventos unicos de

perturbagdes (ANDERSON et al., 2018).

Figura 3.6 — Anomalia do Atlantico Sul

Fonte: SNOWDEN, 2020.
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No espago, os polimeros recebem doses de radiagdo de 10® a 10" J/kg por ano de
radiagdo ionizante, estando bem acima do limite de dano da maioria dos polimeros, ou seja,
10* a 107 J/kg por ano, o que pode causar a cisdo das cadeias e reticulacdo
(KRISHNAMURTHY, 1995). Apesar desse amplo espectro de valores, o supracitado autor
ressalta que “a correlacdo empirica entre a estrutura do polimero e a estabilidade radiativa ¢
conhecida na literatura” (p. 224, tradugdo nossa) e que a presenga de grupo aromatico na
cadeia lateral aumenta a estabilidade radiativa no polimero enquanto a presenca de ligagdes
fenileno, éter ou sulfureto na cadeia principal reduz essa estabilidade.

A condutividade elétrica tempordria também pode ser induzida em polimeros por
exposicdo a radiacdo corpuscular onde os elétrons, devido a sua massa menor e maior
mobilidade, atingem a superficie da espagonave mais do que os protons, resultando em
superficies com cargas negativas (KRISHNAMURTHY, 1995). Essa eletrizacio pode
acarretar um aumento da taxa de contamina¢do, dando destaque para as bactérias, por
interagdes eletrostaticas entre a parede celular e a superficie eletrizada (ARAUJO et al.,

2010).

3.2 Exploragio Espacial

3.2.1 Estagao Espacial Internacional

A Estagao Espacial Internacional ¢ a maior plataforma espacial humana para pesquisas
nas mais diversas areas do conhecimento, tais como biologia, fisica, biomedicina, ciéncia dos
materiais e ciéncias da Terra e do espaco, realizadas em microgravidade (NASA, 2018, 2022).
Tem uma presenca humana continua de astronautas realizando pesquisas espaciais desde o
ano 2000 (GOYAL, 2020), possuindo 108 metros de largura (NASA, 2018) e massa de
419.725 kg (GARCIA, 2021), exigindo um esfor¢o colaborativo de 15 nagdes para ser
construida (NASA, 2019). E um sistema fechado, sujeito a microgravidade, radiagdo, dioxido
de carbono elevado e recirculacao de ar através de filtros de Alta Eficiéncia na Retengao de
Particulas, considerado, portanto, como um “ambiente extremo” (SIELAFF et al., 2019).

A estacdo espacial voa a uma altitude média de 420 km acima da superficie da Terra e
circunda o globo a cada 90 minutos a uma velocidade de cerca de 27.000 - 28.000 km/h

(BARRY, 2001; GOYAL, 2020, GHIDINI, 2018), suficiente para ir a Lua e voltar em cerca de
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um dia (NASA, 2019) passando por mais de 90% da populacdo da Terra em seu trajeto orbital
(NASA, 2018).

Em 20 de novembro de 1998 (GOYAL, 2020), a primeira peca da ISS, o mddulo
inicial chamado Zarya, projetado para fornecer controle de altitude e matrizes de energia solar
para a estacdo nascente, foi lancado pela Russia (HARLAND, 2022). Em 4 de dezembro do
mesmo ano (LOFF, 2018), foi langado o primeiro elemento construido nos EUA, chamado
Unity, um n6 de conexao com varios sistemas de ancoragem (HARLAND, 2022) e dois dias
depois, astronautas em um Onibus espacial conectaram os dois médulos, Zarya e Unity, que se

encaixaram perfeitamente (LOFF, 2018).

Figura 3.7 — Unio dos médulos Unity e Zarya

s

Fonte: LOFF, 2018.

O proximo elemento da ISS, Zvezda, um habitat da tripulagdo e centro de controle foi
transportado e atracou automaticamente na extremidade traseira de Zarya (HARLAND, 2022)
em 26 de julho de 2000 (MARS, 2020), permitindo, assim, a capacidade da estacdo em
abrigar uma tripulagdo inicial que chegou em 2 de novembro do mesmo ano (ISS NATIONAL
LABORATORY, 2022) composta por dois russos ¢ um estadunidense. Desde entdo ha a
continua permanéncia de astronautas na estagao trabalhando continuamente na manutengao e
realizacdo de pesquisas (JEMISON; OLABISI, 2021), tornando-se totalmente operacional em

maio de 2009, quando comegou a receber uma tripulagdo internacional de seis pessoas, o que
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exigia que dois botes salva-vidas Soyuz estivessem ancorados na ISS o tempo todo
(HARLAND, 2022).

A ISS ¢ uma parceria entre paises europeus, Estados Unidos, Japao, Canada e Russia,
sendo este o maior programa de cooperagdo internacional do mundo em ciéncia e tecnologia
(GOYAL, 2020) em que, entre dezembro de 1998 e dezembro de 2021, 251 individuos de 19
paises visitaram a Esta¢do Espacial Internacional (GARCIA, M., 2022).

De dezembro de 1998 a marco de 2019, 78.514 kg de recursos de pesquisa foram
trazidos para a estagdo e 23.559 kg foram devolvidos a Terra, (NASA, 2018) evoluindo,
portanto, de um posto avancado em Orbita, onde 34 investigagdes foram conduzidas pela
primeira tripulagdo, para um laboratdrio interdisciplinar com cerca de 300 investigacdes
ativas durante cada rotagdo da tripulagdo e mais de 2.800 experimentos conduzidos desde
entdo (NASA, 2019).

A pressdo e a composi¢do atmosférica interna da ISS consiste, no pior cenario de
operacado, segundo Friedman; Jackson e Olson (2000), em 105 kPa e 24,1% de oxigénio para
todos os locais, exceto camaras de ar e 70,3 kPa com 30% de oxigénio nas camaras de ar.
Sendo assim, os materiais e cargas selecionados para serem enviados a ISS ndo devem ser
inflamaveis em um ambiente com 30% de oxigénio (JEMISON; OLABISI, 2021). Os autores
enfatizam que o nimero de materiais ndo metalicos que passam nos testes de flamabilidade da
NASA, detalhados no trabalho de Friedman; Jackson e Olson (2000), se tornam restritos em
atmosfera com 30% de O,, como ¢ o caso do poliestireno que se torna inflamdvel nessa
composicao de oxigénio (JEMISON; OLABISI, 2021). Além disso, os supracitados autores
acrescentam que a vida util da carga a ser enviada € um critério importante tendo em vista que
“a maioria das cargas uteis de uma missdo espacial ¢ produzida e frequentemente armazenada
meses antes do lancamento” (p. 78, tradugdo nossa).

Por fim, a presenca de oxigénio, 4gua, materiais organicos e atividade humana podem
afetar negativamente as propriedades dos materiais dos modulos habitaveis da ISS. Danos de
materiais podem ocorrer na forma de corrosdo, corrosdo sob tensdo, crescimento bioldgico,
friccdo, fogo e desgaste (GHIDINI, 2018).

Em 31 de janeiro de 2022, a NASA forneceu um plano de transi¢do atualizado para a
Estacdo Espacial Internacional (MAHONEY, 2022). O plano detalha as metas para a proxima
década de operagdes da ISS, as etapas técnicas € 0 orcamento necessarios para a transi¢ao da
ISS para atender servicos comerciais visando a oferta e demanda da economia comercial da

OTB (MAHONEY, 2022; NASA, 2022). Com base na andlise de integridade estrutural da ISS
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realizada até o momento, ha alta confianca de que a vida 1til da ISS possa ser estendida até
2030 onde, apds esse prazo, o controle de missdo da ISS comegara a agendar manobras
retrogradas na estagdo em preparagdo para a deorbita com objetivo de haver a queima durante
a reentrada na Terra e o alinhamento da estagéio sobre a Area Desabitada Ocednica do Pacifico
Sul, garantindo que ndo haja riscos de detritos atingirem areas habitaveis. Porém, devido as
tensdes politicas e econdmicas geradas pela invasdo russa na Ucrania ocorrida em 24 de
fevereiro de 2022 (GARCIA, J., 2022), o futuro da Estagio Espacial Internacional nos

proximos anos se torna incerto.

3.2.2 Estacdao Espacial Tiangong

A Estacao Espacial Tiangong (Palécio Celestial) (DEUTSCHE WELLE, 2021) ¢ uma
estacdo espacial que teve sua construciao aprovada em setembro de 2010 pelo governo chinés
com inten¢do de que seja finalizada no final de 2022 e tenha uma vida 1til em torno de 10
anos (PING, 2016).

A estagdao ¢ uma estrutura modular (BARBOSA, 2021), composta inicialmente pelo
moédulo principal, Tianhe (Harmonia dos Céus), lancado em 29 de abril de 2021
(GREGERSEN, 2021; JONES, 2022) e pelos modulos cientificos Mengtian (Sonhar com os
Céus) e Wentian (Busca pelos Céus) (BARBOSA, 2021), este ultimo contara também com
novas instalacdes de camaras de ar para atividades extraveiculares e servira como backup do
moddulo central Tianhe para melhorar a confiabilidade e redundancia da estagdo espacial
(JONES, 2022). Os moédulos cientificos deverao ser langados até o final de 2022, tornando a
estacdo completamente operacional (JONES, 2022; JONES, 2021; BARBOSA, 2021) tendo
ao final 110m’ de espago habitavel (BARBOSA, 2021).

A estagdo espacial esta planejada para compartilhar sua orbita com o telescopio
espacial Xuntian (Pesquisa dos Céus) (GREGERSEN, 2021), telescopio Optico com
lancamento previsto para 2023 que terd um campo de visdao maior do que o telescopio Hubble
(MALLAPATY, 2021), de forma que periodicamente se acoplard a estacdo para
reabastecimento e manutencdo pelos astronautas chineses (MALLAPATY, 2021;
GREGERSEN, 2021), culturalmente denominados como taikonautas (CHINA HOJE, 2021).
Apesar de ainda em fase de construcdo, a Agéncia Espacial Tripulada da China aprovou
provisoriamente mais de 1.000 experimentos a serem realizados em Tiangong, varios dos

quais ja foram langados (MALLAPATY, 2021).
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As missoes tripuladas do programa espacial chinés sdo realizadas em espagonaves
denominadas Shenzhou (Embarcacdo Divina). A primeira espagonave tripulada a chegar em
Tiangong foi a Shenzhou-12 (WALL, 2021a) ja que, das versdes anteriores deste veiculo, as
Shenzhou-1 a Shenzhou-4 foram voos de teste e as outras que se seguiram foram utilizadas
em outras etapas do programa espacial chinés (BARBOSA, 2021). Espagonaves ndo
tripuladas destinadas a entrega regular de suprimentos para Tiangong sdo denominadas como
Tianzhou (Navio Celestial) (MALLAPATY, 2021). A primeira Tianzhou foi utilizada em abril
de 2017 para reabastecimento da ja desativada estacdo espacial Tiangong-2 (BARBOSA,
2021). A Figura 3.8 apresenta uma imagem esquematica da estag@o finalizada apresentando

os modulos da estagdo e uma espagonave Shenzhou e Tianzhou acopladas.

Figura 3.8 — Projeto da Estacdo Espacial Tiangong finalizada
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Fonte: Adaptado de MALLAPATY, 2021.

O modulo principal, Tianhe, apresentado na Figura 3.9, ¢ uma estrutura ja habitavel
pelos taikonautas, equipado com sistemas de suporte a vida para a tripulagio (BARBOSA,
2021), podendo acomodar trés membros (CGTN, 2022). E dividido em duas grandes segdes
cilindricas, a maior com um diametro de 4,2 metros e outra com 3,5 metros, tendo um volume

habitavel de cerca de 50 m’ (BARBOSA, 2021). O modulo foi colocado em oOrbita com
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altitude no apogeu de 398,5 km e no perigeu de 388,6 km (LIU, 2022) com inclinacdo orbital
de 41,4° graus, velocidade de 7,69 km/s (MALLAPATY, 2021) e 16,6 metros de comprimento
(WALL, 2021a) servindo como nucleo da Tiangong dos quais os mddulos subsequentes, ja

mencionados, serdo acoplados. Tianhe tem uma vida 1til de 15 anos com manutencdo orbital

(BARBOSA, 2021).

Figura 3.9 — Mo6dulo principal Tianhe no teste de solo

Fonte: CHINA NEWS SERVICE, 2021.

No final de maio de 2021, foi enviada e ancorada a espagonave Tianzhou-2 entregando
combustivel, trajes espaciais e equipamentos experimentais para os primeiros taikonautas a
visitarem a esta¢do recém-colocada em orbita (MALLAPATY, 2021). Em junho deste mesmo
ano (MALLAPATY, 2021; GREGERSEN, 2021; WALL, 2021a), foi realizada a primeira
missdo tripulada para Tiangong através da espaconave Shenzhou-12 que levou trés
taikonautas, Nie Haisheng, Liu Boming e Tang Hongbo, que permaneceram a bordo de
Tianhe, Gnico mddulo da estacdo langado até aquele momento, por cerca de trés meses
testando seus varios sistemas e colocando o modulo totalmente em funcionamento (WALL,
2021a), retornando em uma pequena capsula em 17 de setembro de 2021 (WOO, 2021) e
deixando a estagdo espacial sem tripulacao.

Tiangzhou-3 foi langada em 20 de setembro de 2021, levando provisdes para os
proximos taikonautas a viverem na estagdo, materiais para experimentos € equipamentos
(JONES, 2021). Em seguida, a Shenzhou-13 foi lancada do Centro de Lang¢amento de
Satélites de Jiuquan no deserto de Gobi em 16 de outubro de 2021 (JONES, 2022; WALL,
2021b) levando os taikonautas Zhai Zhigang, Wang Yaping e Ye Guangfu para Tianhe por um
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periodo de seis meses, sendo esse 0 maior tempo de um taikonauta no espago (CGTN, 2022)
até o momento. Os principais objetivos dos taikonautas ¢ testar e validar tecnologias com
intuito de finalizar a nova estagdo espacial, bem como realizar pesquisas em medicina
espacial e fisica de microgravidade, além disso, pesquisadores em terra acompanham de perto
a saude do trio para aprender mais sobre como os voos espaciais de longa duracdo afetam as
pessoas mental e fisicamente (WALL, 2021b). A missdo Shenzhou-13 foi concluida em 16 de
abril de 2022 com os taikonautas retornando a Terra (WALL, 2022).

Até o final do ano de 2021, esta planejado, ainda para o ano de 2022, seis
langamentos, sendo que cada missdo € crucial, ja que elas devem ser realizadas em sequéncia
(CGTN, 2022) visando tornar a Tiangong totalmente operacional. Apds o retorno de
Shenzhou-13, o primeiro langamento sera a entrega de suprimentos a bordo da espagonave de
carga Tianzhou-4 e o langamento da Shenzhou-14, ambas planejadas para maio (JONES,
2022). Esta missdo tripulada supervisionard os principais desenvolvimentos de constru¢ao da
estacdo espacial (JONES, 2021). Os dois mddulos de experimentos, Wentian e Mengtian,
serdo langados em maio-junho e agosto-setembro, respectivamente e, por fim, Tianzhou-5
serd langado em outubro em preparacao para Shenzhou-15, quarta missao tripulada a estagao
espacial, para sua fase final de constru¢cdo em novembro de 2022, finalizando a estacdo. Além
disso, a China sugeriu planos para estender o complexo de Tiangong para seis mdodulos. A
expansdao contaria com modulos de backup e, potencialmente, incluiria uma contribuigao

internacional (JONES, 2021).

3.2.3 Gateway

O Gateway serd um posto avangado com multiplos propdsitos, podendo ser habitado
de forma continua, além de orbitar a Lua (MARS, 2022), atuando como base para astronautas
e robds para explorarem a superficie lunar (ESA, 2019a), bem como um ponto de partida para
a exploragdo do espaco profundo (MARS, 2022) de onde deriva seu nome ja que Gateway
pode ser traduzido como porta de entrada ou simplesmente uma forma de acesso para algo
que no caso seria a Lua, os planetas do sistema solar e eventualmente o espacgo profundo.

A estacdo estard a cerca de 400.000 km da Terra e sua Orbita seguird um caminho
altamente excéntrico onde no ponto mais proximo ela passara a 1.500 km da superficie lunar
e, no mais distante, a 70.000 km (GERSTENMAIER; CRUSAN, 2018), facilitando a coleta

de astronautas e suprimentos da Terra em uma viagem de cinco dias (ESA, 2019b). Além
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disso, como enfatiza Parker (ESA, 2019a, traducdo nossa), o novo posto ird “estender a
presenga de humanos mil vezes mais longe no espago em comparagao com a Estagdo Espacial
Internacional de hoje”. A Figura 3.10 mostra a proje¢ao da orbita do Gateway na Lua apos

178 dias onde pode-se perceber a excentricidade da drbita e tendo, ao fundo, o planeta Terra.

Figura 3.10 — Orbita do Gateway

178 days

Fonte: ESA, 2019c.

O Gateway tera uma massa de 40 toneladas (ESA, 2019b) e 125m’ de volume
pressurizado com capacidade para 4 tripulantes em missdes com duragdo de 30 a 90 dias
(GERSTENMALIER; CRUSAN, 2018). A expectativa ¢ de que os dois primeiros modulos da
estacdo, o Elemento de Energia e Propulsao (EEP), responsavel por manter a posi¢do na
oOrbita lunar e alimentar outros modulos da Gateway e o Posto Avangado de Habitagdo e
Logistica (PAHL), a cabine inicial para receber os futuros tripulantes e experimentos
cientificos possuindo portas de ancoragem para naves de carga e tripuladas (NASA, 2020),
seja colocado em oOrbita lunar no final de 2024 (MARS, 2022) de tal forma que a NASA
selecionou em fevereiro de 2021 a empresa SpaceX para fornecer servigos de lancamento para
o EEP ¢ 0o PAHL (BONIFACIC, 2021; GERSTENMAIER; CRUSAN, 2018).

Além dos Estados Unidos com a NASA, o Gateway ¢ resultado de uma parceria
internacional que inclui paises europeus (representados pela ESA), Russia, Canada e Japao
(ESA, 2019a) que fornecerdo contribuicdes importantes para o posto avangado lunar,
incluindo robdtica externa avancada, habitacdo adicional, capacidade de reabastecimento e
possivelmente outros aprimoramentos (MARS, 2022). A Figura 3.11 apresenta uma imagem

artistica da estacao em pleno funcionamento.
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Figura 3.11 — Representac¢io artistica do Gateway

Fonte: GERSTENMAIER; CRUSAN, 2018.

3.2.4 Servicos Comerciais e o Turismo Espacial

O turismo espacial ¢ um segmento da industria aeroespacial que visa dar aos turistas a
capacidade de experimentar viagens espaciais para fins recreativos, de lazer ou de negdcios
(HENDERSON et al., 2019), sendo motivados, de acordo com Reddy ef al. (2012), pela visao
da Terra a partir do espago, auséncia de peso aparente, experiéncia em alta velocidade,
experiéncia incomum e contribui¢do cientifica.

A receita estimada do turismo espacial orbital e do mercado de viagens, com foco no
desenvolvimento de uma forma de turismo em torno da orbita da Terra, totalizou cerca de
USS$ 385 milhdes em 2021, com previsdo de alcangar US$ 555 milhoes até 2030 (LOCK,
2022). Ja a receita global gerada pela industria espacial em 2019 foi em torno de US$ 424
bilhdes, sendo previsto valores de US$ 1,4 trilhdes em 2030 (SHEETZ, 2020) ¢ USS$ 2,7
trilhoes na década de 2050 (CARTER, 2021).

O turismo espacial, apesar de crescer a uma taxa anual média de 10,6% durante os
anos de 2018 e 2019 (SHEETZ, 2020), trata-se de um segmento com um nimero muito
pequeno de consumidores que estdo aptos e dispostos a adquirir uma experi€ncia espacial
(HENDERSON et al., 2019) devido principalmente ao atual custo de uma viagem espacial
que pode custar até US$ 55 milhdes para um voo orbital de 10 dias e uma estadia na Estagao
Espacial Internacional por 8 dias (CARTER, 2021), mas espera-se que 0s precos possam cair,

abaixo de US$ 100 mil, em cerca de oito anos (FLY, 2021).
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A NASA assinou acordos para disponibilizagdo de financiamento com trés empresas
norte-americanas: Blue Origin, Nanoracks LLC e Northrop Grumman Systems Corporation
para desenvolverem projetos de estacdes espaciais € outros destinos comerciais no espago
(INOVACAO TECNOLOGICA, 2021a; MARGETTA, 2021). Ao todo, o valor total investido
nesta primeira etapa ¢ de US$ 415,6 milhdes, divididos entre as seguintes empresas:

a) Blue Origin - US$ 130 milhdes;

b) Nanoracks LLC - US$ 160 milhdes;

¢) Northrop Grumman Systems Corporation - US$ 125,6 milhoes.

Em que o objetivo da NASA ¢ ser um dos muitos clientes dos servigos comerciais
espaciais da iniciativa privada, comprando apenas os bens e servi¢os de que a agéncia precisa
(NASA, 2022). Além disso, as empresas Blue Origin e Sierra Space anunciaram os planos
para a constru¢io de uma estacdo espacial privada, batizada de Coral Orbital INOVACAO
TECNOLOGICA, 2021b) que ira possuir 830m’ com capacidade para suportar até 10 pessoas
e previsao de iniciar sua opera¢do ainda na segunda metade desta década (ORBITAL, 2022).
Sendo assim, como apresenta o Relatorio de Transicdo da Estacdo Espacial Internacional
elaborado pela NASA, "as estruturas comerciais da iniciativa privada, juntamente a tripulagao
comercial e o transporte de carga, fornecerdo a espinha dorsal do ecossistema [...] [da Orbita
baixa] apos a aposentadoria da ISS" (NASA, 2022, traducdo nossa).

Atualmente, custa cerca de US$ 22.000 para colocar um quilograma de carga util na
orbita da Terra. O objetivo da NASA ¢ reduzir o custo de chegar ao espago para centenas de
dolares por quilograma em 25 anos e dezenas de dolares em 40 anos através de tecnologias
que aumentardo drasticamente a seguranga e confiabilidade e reduzirdo o custo do transporte
espacial (BOEN, 2008). A Figura 3.12 apresenta a expectativa de custo para enviar um
quilograma para o espago juntamente aos valores de custos obtidos até entdo, onde se observa
que os dados coletados se encaixam no modelo previsto. Pode-se perceber que a construcao
de um elevador espacial, que ja apresenta alternativas praticas com a tecnologia atual para ser
construido (PENOYRE; SANDFORD, 2019), reduzira os custos de lancamento de forma

exponencial.
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Figura 3.12 — Expectativas de reducio de custo do envio de 1kg para o espaco
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3.3 Materiais utilizados na exploracgao espacial

Devido ao enorme custo e grande quantidade de combustivel consumido no
langamento de cada quilograma para o espaco, qualquer componente que elimine o custo de
langamento de componentes adicionais € considerado extremamente desejavel (JEMISON;
OLABISI, 2021). Sendo assim, os objetos a serem levados ao espaco precisam ser feitos de
materiais tdo leves quanto possivel e de preferéncia possuirem multiplas fungdes.

Uma analise dos principais tipos de materiais empregados atualmente, seja na ISS ou
nos satélites, ¢ interessante para compreender e determinar estratégias para tratamentos
superficiais bactericidas nos principais componentes dessas estruturas com foco na aplicacao

destes nas proximas geracdes de naves e estagdes a serem colocadas em Orbita.
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3.3.1 Aluminio

O aluminio ¢ um dos metais mais utilizados no mundo e o mais abundante na crosta
terrestre, constituindo cerca de 8% em massa (AIRCRAFT, 2022). E um material promissor
para a industria automobilistica e aeroespacial (MALEWAR, 2019) devido principalmente a
sua relativa baixa densidade, ja que ligas de aluminio tém uma densidade entre 2500 kg/m? a
2900 kg/m?, o que ¢ cerca de um terco do aco (7800 — 7900 kg/m?) ou cobre (8930 — 8940
kg/m?*) (ASHBY, 2012). Além disso, o aluminio ¢ o segundo metal mais maleavel e o sexto
mais ductil, apto para usinagem e fundigdo, além de ter uma excelente resisténcia a corrosao e
durabilidade devido a protegdo da camada superficial formada pelo 6xido de aluminio,
também conhecido como alumina — Al,O; (METALTHAGA, 2022).

Em sua forma pura, o aluminio praticamente nao tem uso pratico e precisa ser
combinado com outros metais para melhorar suas propriedades (AIRCRAFT, 2022). O
aluminio puro possui a tensdo limite de escoamento de cerca de 19 MPa (METALTHAGA,
2022) e, se adicionados elementos de liga, esse valor de tensdo pode chegar de 30 a 500 MPa
(SCHEID, 2010).

Tendo em vista a alta resisténcia em relacdo ao peso especifico das ligas de aluminio,
elas sdo muito utilizadas na confeccao de estruturas espaciais (NTS, 2019) onde minimizar o
peso € crucial, compreendendo a maior parte do revestimento externo dos moédulos de
operacdo (BARRY, 2001), sendo a liga de aluminio 2219-T6 o principal constituinte da
Estagdao Espacial Internacional (FROST, 2014). Além disso, ligas de aluminio tém um bom
desempenho em testes de impacto, sendo esta uma caracteristica fundamental para foguetes,
satélites e estacOes espaciais, continuamente atingidos por micrometeoritos naturais ou
fragmentos de satélites desativados (NTS, 2019).

Outro motivo do uso de aluminio no revestimento externo de estruturas espaciais ¢
devido ao relativo pouco desgaste desse nas condigdes do ambiente espacial (SPACEMATDB,
2000) se comparado com outros materiais. Sendo assim, pode-se considerar que o oxigénio
atomico da OTB ndo degrada consideravelmente as ligas de aluminio, bem como o nivel de
radiagdo ndo modifica as propriedades do metal em quantidades perceptiveis ou arriscadas
para a tripulagdo (SPACEMATDB, 2000). No caso do vacuo espacial, um fendmeno que deve
ser considerado ¢ a soldagem a frio, fendmeno que ocorre devido a criagdo de uma ligacao
metalica resultante da interacdo entre os ions livres e os elétrons quando dois metais entram

em contato (CIMM, 2019). A soldagem a frio ndo ¢ um fendmeno observado naturalmente na
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Terra, pois sempre ha um revestimento de o6xidos devido a reagdes com o oxigénio da
atmosfera nas superficies dos metais que atuam como uma barreira para esse processo ocorrer
(MERSTALLINGER et al., 2009). Ja no espago, uma vez removida essa barreira, ela ndo ¢

renovada e os metais sdo soldados ao contato.

3.3.2 Titanio e ligas de titdnio

Titdnio ¢ um metal leve que ¢ usado sozinho e em ligas para materiais espaciais
(ROSEN, 2021). Titanio e ligas de titdnio sdo geralmente escolhidos por suas propriedades
mecanicas, resisténcia a temperatura ou resisténcia quimica (SPACEMATDB, 2000). Devido
a sua alta relagdo de resisténcia a tracdo em relacdo a densidade (TITANIUM, 2022), alta
resisténcia a corrosao e capacidade de suportar temperaturas moderadamente altas sem fluir,
as ligas de titdnio sdo usadas em aeronaves, blindagem, navios, naves espaciais € misseis
(CONTINENTAL, 2022).

Titdnio comercialmente puro (CP-Ti) € normalmente selecionado para resisténcia
quimica. Impurezas no CP-Ti podem aumentar a resisténcia mecanica do produto, mas com
perda na resisténcia a corrosdo. A Tabela 3.5 apresenta propriedades gerais sobre o titdnio

comercialmente puro.

Tabela 3.5 — Propriedades do Titanio comercialmente puro

Propriedades Valores
Densidade (20,0 °C) 4.54 g/cm?
Ponto de fusao 1724 °C
Resisténcia a tracao 240MPa a 690 MPa
Modulo de elasticidade 103 GPa
Moédulo de cisalhamento 34GPa e 48 GPa
Ductilidade Alongamento entre 20 a 40%
Dureza Vickers 90HV e 160 HV

Fonte: Adaptado de INFOMET, 2022.
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As ligas de titanio sdo normalmente selecionadas por suas propriedades de resisténcia,
que dependem de varios tratamentos térmicos especificos tais como recozimento isotérmico,
téempera e revenimento (SPACEMATDB, 2000). Esse material pode suportar os riscos
extremos do espago, incluindo flutua¢des de temperatura e radiagdo cdsmica e solar (ROSEN,
2021). Assim como o aluminio, o titdnio sofre pouco desgaste com as condi¢des do ambiente
espacial (SPACEMATDB, 2000) sendo, portanto, um material muito utilizado na
infraestrutura espacial atual, tanto na ISS quanto nos satélites (ROSEN, 2021). As ligas de
titanio convencionais sao usadas para estruturas primarias e secundarias, fixadores, sistemas
de encanamento e areas onde as temperaturas de operacdo impedem o uso de ligas de
aluminio (RAWAL; BRANTLEY; KARABUDAK, 2014; SPACEMATDB, 2000).

A liga mais comumente usada ¢ a Ti-6Al-4V (SPACEMATDB, 2000), um material
leve e atraente para estruturas de naves espaciais, pois fornece uma excelente combinagao de
alta resisténcia, baixa densidade, baixo coeficiente de expansdo térmica e temperatura
operacional mais alta do que as ligas de aluminio (RAWAL; BRANTLEY; KARABUDAK,
2014). A composi¢cdo quimica da liga, fornecida pela norma ASTM F1472-14 (ASTM, 2014)

¢ apresentada na Tabela 3.6 abaixo.

Tabela 3.6 — Composicio quimica da liga Ti-6Al-4V

1ca o
Elemento quimico Composicio, %

(massa/massa)

Aluminio 5,5-6,75

Vanadio 3,5-45
Ferro (méx) 0,30
Oxigénio (max) 0,20
Carbono (méx) 0,08
Nitrogénio (max) 0,05
Hidrogénio (max) 0,015
ftrio (max) 0,005

Titanio Restante

Fonte: Adaptado de ASTM, 2014.
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3.3.3 Kevilar

Kevlar ¢ uma marca registrada pela empresa DuPont que consiste em uma fibra
sintética de poliamida aromatica, uma classe de moléculas com a presenca de anéis
aromaticos e a presen¢a da fung¢do amida ligando esses anéis (JUNIOR, 2021), onde as

moléculas formam cadeias longas e altamente orientadas como mostrado na Figura 3.13.

Figura 3.13 — Secio da cadeia individual de Kevlar
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Fonte: MAY, 2010.

O Kevlar ¢ feito a partir de uma reacdo de condensacdo de uma amina
(1,4-fenileno-diamina) e um cloreto de acido (cloreto de tereftaloila, ou o cloreto do acido
tereftalico) (MAY, 2010). Sua estrutura molecular de muitas liga¢des intercadeias tornam o
Kevlar incrivelmente forte, chegando a ser sete vezes mais resistente que o ago por unidade de
peso (KEVLAR, 2017).

O polimero possui ampla faixa de trabalho, podendo preservar propriedades mesmo
em temperaturas criogénicas de -196°C e se decompde em temperaturas de 427°C a 482°C
(KEVLAR, 2017) como mostra a analise termogravimétrica (TGA) na Figura 3.14, com
aumento de 10°C/min de um tipo denominado Kevlar 49. Além disso, o Kevlar ¢ um material
resistente a chamas ndo entrando em combustdo (DUPONT, 2022), sendo que sua queima so

ocorre depois de oito segundos exposto a temperaturas acima de 1000°C (KEVLAR, 2017).
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Figura 3.14 — Analise termogravimétrica do Kevlar 49
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Fonte: Adaptado de KEVLAR, 2017.

Quando o Kevlar ¢ fiado, as cadeias ficam ligadas entre si através de ligacdes de
hidrogénio formando uma folha com uma alta forca tensora. As folhas também empilham-se
radialmente permitindo interagdes adicionais entre grupos aromaticos que estao face a face
em folhas vizinhas, ajudando a aumentar a resisténcia da fibra em sua totalidade (MAY,
2010). Além disso, as fibras podem ser fiadas ou tecidas em tapetes e tecidos para, assim,
explorar suas propriedades excepcionais (DUPONT, 2022). A Figura 3.15 apresenta uma
representacao da estrutura das fibras de Kevlar pelo empilhamento radial das folhas de

poliamidas aromaticas ligadas entre si por ligagdes de hidrogénio.

Figura 3.15 — Representacio das fibras de Kevlar
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Fonte: Adaptado de KEVLAR, 2017.
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O material tem varias propriedades que o tornam ideal para uso em naves espaciais. O
tecido é amplamente utilizado em coletes a prova de balas pela sua capacidade de resistir a
impactos (DUPONT, 2022; JUNIOR, 2021; MARTENDAL, 2015), j& que as fibras
essencialmente capturam o projétil enquanto absorvem e dissipam sua energia (DUPONT,
2022) tornando-o extremamente util para o revestimento de satélites, naves espaciais e da
propria ISS contra impactos de micrometeoritos e detritos orbitais na orbita da Terra que
atingem essas estruturas com velocidades superiores a projéteis de armas de fogo (NTS, 2019;

ROSEN, 2021).

3.3.4 Vidro térmico

As janelas da ISS e outros veiculos espaciais com humanos a bordo sdo feitas de vidro
térmico (ROSEN, 2021), pois o vidro comum quebraria no ambiente espacial e nao
conseguiria lidar com o lancamento ou a reentrada pela atmosfera da Terra (SCIENCE, 2022).
Os vidros térmicos tém como principais caracteristicas a capacidade de resistir as
temperaturas espaciais ¢ suas flutuagdes dependendo da exposicdo ao Sol ja amplamente
citadas neste trabalho, bem como as elevadas temperaturas que os veiculos espaciais atingem
durante o lancamento e reentrada na Terra devido ao aquecimento pelo atrito do veiculo em
movimento contra as moléculas do ar (STENSMANN, 2002), variando em torno de 1765°C
em média (WINTER; TRUMBLE, 2007), apresentando relativa baixa expansdo térmica
(SCIENCE, 2022).

As janelas sdo compostas de trés painéis de materiais com alta transparéncia. O painel
de vidro interno ¢ feito de alumino-silicato temperado, chamado de painel de pressao ou vidro
de pressao e seu objetivo principal ¢ resistir a diferenca de pressao do ambiente pressurizado
da espaconave ou estag¢do frente ao vacuo do espaco. O painel do meio e o externo sdo feitos
de silica fundida, sendo que o painel do meio fornece redundancia para tolerancia ao calor e a
pressdo e assim trazer maior seguranga aos tripulantes (GLASS , 2011; FROST, 2015). Esses
painéis conseguem suportar tanto a temperatura de reentrada quanto a pressao da cabine, pois
a silica fundida apresenta excelente resisténcia ao choque térmico e resiste a temperaturas de
até 900°C por longos periodos (GLASS, 2011) ou 1200°C por curtos periodos (FROST,

2015), tornando-a ideal para aplicagdes espaciais.
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3.4 Bactérias

As bactérias sao organismos unicelulares, procariontes, pertencentes ao reino Monera
(CARVALHO, 2010; AZEVEDQ, 2021). O tamanho delas varia dependendo da espécie, mas
a maioria das bactérias estudadas nos laboratdrios de microbiologia mede de 0,5 a 1,0 um de
didmetro por 2,0 um a 5,0 pm de comprimento (MARTHO; AMABIS, 2006; SILVA, 2018a).

Uma visdo das estruturas gerais das bactérias estd detalhada na Figura 3.16.

Figura 3.16 — Estrutura de uma célula bacteriana
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Fonte: CARVALHO, 2010.

Alguns constituintes gerais das bactérias que sdo de interesse para presente trabalho

sao:

a) Plasmideo: pequena fita de DNA de fita dupla circular e extracromossomial de
replicagdo auténoma (UNIRIO, 2017). Podem ser ganhos ou perdidos sem lesar a
célula e transferidos de uma bactéria para outra. Além disso, podem transportar
genes para atividades ndo essenciais como resisténcia a antibidticos, tolerancia a

metais toxicos e produ¢do de toxinas (CARVALHO, 2010);
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b) Flagelos: longos filamentos que partem do corpo da bactéria e se estendem
externamente a parede celular e promovem locomog¢do por movimento rotatorio
(UNIRIO, 2017);

c) Fimbrias: sdo filamentos externos, mais curtos, mais retos ¢ mais finos que os
flagelos, que permitem as células aderir as superficies, incluindo as de outras
células (CARVALHO, 2010; UNIRIO, 2017);

d) Parede celular: a parede celular ¢ uma estrutura de multiplas camadas para fornecer
forca, rigidez, forma e proteger o microrganismo de ruptura osmotica e danos
mecanicos (TRIPATHY et al., 2017);

e) Capsula: ¢ um envoltorio externo a membrana plasmatica que ajuda a proteger a
superficie celular contra lesdes mecanicas e quimicas e auxiliam na ligacao da
bactéria em superficies bidticas ou abidticas (UNIRIO, 2017). E composta
principalmente por polissacarideos, contudo, capsulas formadas por polipeptideos

também ja foram descritas (LOWRY et al., 2014).

A parede celular bacteriana apresenta uma importancia singular. Os mecanismos de
morte fisica sdo sustentados pela deformag¢do ou ruptura da parede celular bacteriana
(TRIPATHY et al., 2017). Portanto, entender e identificar os tipos de parede celular presente
nas bactérias ¢ de fundamental importancia para compreender formas de promover sua
ruptura.

As bactérias podem ser caracterizadas através da coloragdo de Gram, técnica de
caracterizacdo que permite diferenciar bactérias com diferentes estruturas de parede celular a
partir das coloragdes que estas adquirem apos tratamento com agentes quimicos especificos
(COICO, 2005). A reacdo das bactérias a técnica de Gram expressa diferentes caracteristicas,
especialmente no que diz respeito a composi¢ao quimica, estrutura, permeabilidade da parede
celular, fisiologia, metabolismo e patogenicidade (ESTRELA; PECORA, 1997). Essa técnica
divide as bactérias em dois principais grupos: Gram-positivas, identificadas pela coloragao
roxa, € Gram-negativas, pela coloracdo rosa ou vermelha, adquiridas ao final do procedimento
(ABREU, 2022; TRIPATHY et al., 2017).

A técnica ndo contempla bactérias que nao possuem parede celular, como as da classe
Mollicutes (EDWARD; FREUNDT, 1967), comumente chamadas micoplasmas, ou que
possuem parede celular atipica, como as do género Mycobacterium, comumente chamadas

micobactérias (SILVA, 2018a). Apesar disso, a maioria das bactérias de importancia médica
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se enquadram nas classificagdes de Gram e os custos com investimento € manutengdo sdo
consideravelmente baixos diante da eficacia alcan¢ada com os resultados imediatos dos testes
(MARTINS et al., 2001).

As bactérias gram-positivas possuem parede celular contendo uma camada espessa
(30-100 nm) de peptidoglicano (TRIPATHY et al., 2017), um polissacarideo composto por
dois derivados de agucares, N-acetilglicosamina e 4cido N-acetilmuramico, além de alguns
aminoacidos (l-alanina, d-alanina, dacido d-glutimico e I-lisina ou, uma molécula
estruturalmente similar, 4cido diaminopimélico) associados para originar uma estrutura
repetitiva denominada tetrapeptidoglicano, principal responsavel pela rigidez da parede
celular representando cerca de 90% da estrutura (MADIGAN et al., 2016). A Figura 3.17
apresenta o tetrapeptidoglicano da bactéria gram-negativa Escherichia coli. A estrutura do

peptidoglicano apresentado ¢ similar para ambas classificagdes de Gram, exceto que outros

aminodcidos podem ser encontrados em outras espécies.

Figura 3.17 — Estrutura da unidade repetitiva do peptidoglicano
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Fonte: MADIGAN et al., 2016.

A camada de peptidoglicano estd ligada aos &cidos teicoico e lipoteicdico que sdo

exclusivos da parede celular gram-positiva (TRIPATHY et al, 2017). Esses acidos sdo
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compostos por glicerol-fosfato ou ribitol fosfato que, por serem carregados negativamente
devido aos fosfatos, sdo parcialmente responsaveis pela carga elétrica negativa da superficie
celular em pH neutro (NATARAJAN et al., 2018). Além disso, geralmente apresentam
acucares e aminoacido d-alanina associados (MADIGAN et al., 2016). Os 4cidos teicoicos
estdo ligados e incorporados na camada de peptidoglicano enquanto os acidos lipoteicoicos
sdo estendidos para dentro da membrana citoplasmatica (TRIPATHY et al., 2017). A Figura

3.18 apresenta um desenho esquematico resumido da parede celular bacteriana gram-positiva.

Figura 3.18 — Parede celular de bactérias gram-positivas
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Fonte: MADIGAN et al., 2016.

As bactérias gram-negativas, por sua vez, possuem uma parede celular mais complexa,
tanto estrutural quanto quimicamente (TRIPATHY et al., 2017). Essa parede celular ¢ dividida
em duas partes: o periplasma e a membrana externa denominada lipopolissacaridica:

a) o periplasma ¢ o espago situado entre a membrana plasmdtica e a membrana

externa com cerca de 15nm de espessura e consisténcia semelhante a um gel devido
a alta concentracdo de proteinas presentes (MADIGAN et al., 2016). Consiste em
uma fina camada de peptidoglicano (7-8 nm) se comparada as gram-positivas
(TRIPATHY et al., 2017), enzimas hidroliticas que reconhecem especificamente
regides de determinadas moléculas e as quebram (clivam) em moléculas menores
na presenca de agua facilitando a nutri¢ao bacteriana (GRANBIO, 2022), proteinas
periplasmaticas de ligacdo que participam da captagdo de compostos organicos

como acgucares, aminoacidos e nutrientes inorganicos como sulfatos e fosfatos a
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partir do meio externo e, por fim, enzimas que inativam certos antibidticos
(ESTRELA; PECORA, 1997; MADIGAN et al., 2016);

b) a membrana externa consiste em uma bicamada lipidica contendo proteinas, tal
como a membrana plasmatica, porém, diferente da plasmatica, essa praticamente
ndo possui fosfolipideos, ao invés, ela contém polissacarideos (ELIAN, 2012) de
modo que os lipideos e os polissacarideos sao formam um complexo. Portanto, essa
camada ¢ frequentemente denominada lipopolissacaridica (MADIGAN et al.,
2016). Essa camada contém moléculas de lipopolissacarideos que se estendem para
0 espaco extracelular, bem como a presenca de porinas que sdo proteinas que
permitem a passagem de pequenas moléculas hidrofilicas através da membrana

(TRIPATHY et al., 2017).

A Figura 3.19 apresenta um desenho esquematico resumido da parede celular de
bactérias gram-negativas apresentando as regides do periplasma e da membrana externa,
detalhando as moléculas de lipopolissacarideos que se estendem para o espago extracelular.
Por fim, ¢ interessante destacar que o envelope celular de bactérias gram-negativas, que
consiste na parede celular e na membrana plasmatica, consiste quimicamente de 20 a 25% de
fosfolipideos e 45 a 50% de proteinas, sendo os 30% restantes de lipopolissacarideos

(ESTRELA; PECORA, 1997).

Figura 3.19 — Parede celular de bactérias gram-negativas
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3.4.1 Biofilmes bacterianos

Os biofilmes bacterianos, segundo Sola et al. (2012, p. 1425), “caracterizam-se por
comunidades ou agregados microbianos imobilizados em uma matriz rica em substancias
extracelulares de origem bacteriana, conferindo protecdo a ambientes hostis e garantia de
acesso a nutrientes necessarios a sobrevivéncia”. Essas substancias extracelulares referidas
pelos autores sdo, segundo Landry et al. (2020), uma mistura de carboidratos, proteinas,
lipidios e DNA extracelular (¢DNA) denominados de substancias poliméricas extracelulares
(SPE) ou exopolissacarideos que atuam como uma cola estrutural e uma barreira fisica para
desinfetantes e antibidticos constituindo entre 50% a 90% do biofilme (MENOITA et al.,
2012). Landry et al. (2020) acrescentam que o eDNA, liberado devido a lise de algumas
células, tem a importante funcdo de contribuir para a adesdo e integridade estrutural dos

biofilmes se ligando a outros biopolimeros presentes na matriz. Além disso, Madigan et al.

(2016, p. 603) acrescenta que

Uma determinada espécie crescendo em um biofilme pode ser até 1.000 vezes mais
tolerante a uma substancia antimicrobiana que as células planctonicas da mesma
espécie. As razdes para a maior tolerancia incluem taxas de crescimento mais lento
em biofilmes, reduzida penetragdo de substancias antimicrobianas através da matriz
extracelular, e a expressdo de genes de aumento da tolerancia ao estresse.

A Figura 3.20 apresenta uma fotomicrografia de um biofilme corado com DAPI, um

marcador fluorescente, formado em uma tubulagdo de ago inoxidavel.

Figura 3.20 — Fotomicrografia de biofilme

Fonte: DONLAN, 2002.
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O primeiro passo na formacao de um biofilme ¢ a adesdo das bactérias planctonicas,
ou seja, de vida livre, a uma superficie, ocorrendo de forma aleatoria (HIGA, 2017). Madigan
et al. (2016) acrescenta que o mecanismo de adesdo entre a bactéria e a superficie e quais
estimulos desencadeiam os eventos para a formagdo do biofilme ainda ndo foram
completamente descobertos. O que se sabe ¢ que a colisdo aleatoria de células com uma
superficie causa uma fixagdo inicial das células através de proteinas de superficie celular
(HIGA, 2017; MADIGAN et al., 2016; MENOITA et al., 2012). Esta primeira adesdo ¢
reversivel, mantida por interagdes fisico-quimicas ndo especificas, constituindo o alicerce
para o crescimento do biofilme (HIGA, 2017).

O crescimento do biofilme é desencadeado pela sintese de diguanosina dimérica
monofosfato ciclico (c-di-GMP) (MADIGAN et al.,, 2016). A c-di-GMP possui um
papel-chave na mudanga do estado planctonico, de vida livre, para o estado séssil, modulando
a expressdo de genes para codificagdo de proteinas que sintetizam moléculas de sinaliza¢ao
intercelular, produ¢do de SPE que iniciam a formagao da matriz e, por fim, alteram diversas
atividades enzimaticas da célula (MADIGAN et al., 2016; ROMLING et al., 2013).

ApoOs esta etapa inicial, as proximas fases consistem na manutengdo da adesdo e da
camada que envolve o biofilme. Além disso, ha a formacdo de microcolonias e o
desenvolvimento da arquitetura do biofilme maduro com estrutura semelhante a cogumelos,
geralmente tendo uma forma isotropica em sua superficie, e rodeados por poros e canais de
agua que funcionam como um sistema de troca de nutrientes, oxigénio e metabdlitos que
precisam ser secretados para fora do biofilme (HIGA, 2017; STOODLEY et al., 2002). A
ultima etapa consiste em, quando o ambiente ndo estiver mais adequado a permanéncia do
biofilme, no descolamento do biofilme maduro em células planctonicas (HIGA, 2017).

A Figura 3.21 apresenta uma micrografia de transmissdo confocal a laser do
desenvolvimento do biofilme de Pseudomonas aeruginosa em um fluxo celular
continuamente irrigado com meio rico em nutrientes. No estagio I, hd a adesdo inicial das
bactérias planctonicas no substrato; nos estagios II e III ha a propagagdo e maturacdo do
biofilme; nos estagios IV e V torna-se visivel a estrutura semelhante a cogumelos, bem como
os canais para o fluxo de 4gua, nutrientes e excre¢do de metabdlitos. As microcoldnias com

forma de cogumelos possuem 0,1 mm de altura.
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Figura 3.21 — Estagios de crescimento de um biofilme

Fonte: MADIGAN et al., 2016.

As bactérias, ao se unirem para formar um biofilme, ndo apenas se aglutinam na
matriz de SPE mas também se comunicam e compartilham biomoléculas entre si. Esse
mecanismo de comunicagdo entre elas € denominado quorum sensing, descoberto, segundo
Sola et al. (2012), ap6és observar a simbiose entre as bactérias Vibrio fischeri e a lula
Euprymna scolopes, onde essas bactérias apenas emitem luz quando um grande niimero delas
se acumulavam nos 6rgdos luminosos desses animais marinhos. Os supracitados autores
escreveram uma extensa revisao bibliografica abrangendo o mecanismo e suas consequéncias

na industria de alimentos. Eles definem quorum sensing como:

Um mecanismo de comunicagao entre bactérias, através da produgdo e difusdo de
pequenas moléculas quimicas ou sinalizadoras, através de membranas bacterianas.
Este sistema de linguagem permite a coordenacdo do comportamento bacteriano em
relagdo ao meio ambiente (SOLA et al., 2012, p. 1420).

Sendo assim, as bactérias, ao se unirem em biofilmes, coordenam entre si a melhor
expressdo génica para promover o crescimento € manutengdo do biofilme, além de ser
demonstrado, em alguns casos, aumento da viruléncia em comparagdo com a mesma espécie
na forma planctonica (LANDRY et al., 2020).

Sola et al. (2012) afirmam que, além da formagdo de biofilmes, o sistema de quorum
sensing esta amplamente envolvido na regulacdo de uma série de fenotipos, producao de
antibioticos, mecanismos de diferenciacdo celular, motilidade em superficies, crescimento,
esporulacdo, producdo de pigmentos, transferéncia de plasmideos, produg¢do de enzimas
hidroliticas extracelulares, produg¢do de bacteriocinas, toxinas e expressdo de genes de
viruléncia. Mostrando assim que esse mecanismo que permite a comunicacdo € interagao
entre as bactérias ¢ de extrema importancia para a formacdo da comunidade séssil na matriz
de SPE e para aumentar a sobrevivéncia desses seres frente as diversas condigdes ambientais.
Dessa forma, o desenvolvimento de superficies bactericidas ndo deve permitir a formacao de

biofilmes dado as suas caracteristicas, especialmente sua resisténcia.
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3.4.2 Bactérias presentes na Estacdo Espacial Internacional

A Estacao Espacial Internacional (ISS) ¢ considerada um sistema fechado habitado por
microrganismos introduzidos com a chegada de uma nova tripulacdo, carga ou hardware
(JOHNSON, 2020), expostos a pressdes seletivas unicas do ambiente espacial (SIELAFF et
al., 2019) e baixos niveis de nutrientes (COSTELLO, 2019). Assim como na Terra, hd uma
populagdo robusta de bactérias e fungos habitando a ISS (HOWELL, 2019).

Analisar o microambiente da ISS ¢ importante para identificar os tipos de
microrganismos que podem se acumular nesse ambiente, quanto tempo eles persistem e
sobrevivem e seu impacto na saude humana e na infraestrutura das estruturas e naves
espaciais (COSTELLO, 2019; HOWELL, 2019; SIELAFF et al., 2019) proporcionando,
assim, maior conhecimento do comportamento microbiano em viagens espaciais de longo
prazo. Tendo em vista que a ISS estd em operagao ha mais de 20 anos (GOYAL, 2020), ela se
torna o melhor local para esse tipo de estudo frente a outras estruturas espaciais em operagao
atualmente.

Sielaff et al. (2019) produziram um amplo catalogo da microbiota da ISS apos analisar
comunidades microbianas nas superficies de oito locais pré-definidos, incluindo a mesa de
jantar, banheiro, equipamentos de gindstica, uma janela de visualizacdo e quartos de dormir ao
longo de 14 meses. O estudo concluiu que ha uma populagdo diversificada de bactérias e
fungos nas superficies da ISS e, no caso das bactérias, a populagdo variou ao longo dos
meses, mas era praticamente a mesma em todos os diferentes locais analisados. Esse
fenomeno ocorre, como sugerem Sielaff et al. (2019), Johnson (2020) e Howell (2019),
devido a troca periddica dos astronautas para ocuparem a estacdo, trazendo consigo novas
espécies bacterianas, tendo em vista que os organismos dominantes estdo associados ao
microbioma humano e podem incluir patdogenos oportunistas (SIELAFF et al., 2019). Porém,
Johnson (2020) enfatiza que, apesar dos tipos de microrganismos variarem ao longo do
tempo, a proporcao de longo prazo de material biologico ¢ estavel. A Figura 3.22 apresenta os

locais onde foram coletadas as amostras na ISS.
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Figura 3.22 — Locais de coleta das amostras microbioticas dentro da ISS

Fonte: SIELAFF et al., 2019.

A maioria dos microbios mais predominantes nas superficies da ISS estd associada a
humanos, em especial, membros da familia Enterobacteriaceae (mais de 50% da populagao
total), comumente associada ao trato gastrointestinal, Methylobacteriaceae (~ 13%),
encontradas na natureza e em centros de saide (BRADY; LEBER, 2018), e
Staphylococcaceae (~ 10%), comumente encontradas na pele e passagem nasal (SIELAFF et
al., 2019). A Figura 3.23 detalha as proporc¢des dos principais grupos taxondmicos, ao nivel

de familia, encontrados nas amostras bacterianas coletadas.

Figura 3.23 — Principais familias bacterianas encontradas na ISS
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Fonte: SIELAFF et al., 2019.
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Ao nivel de género, os mais predominantes foram Staphylococcus (26%), Pantoea
(23%) e Bacillus (11%). Ja ao nivel de espécie, foram as Staphylococcus aureus (10%),
Pantoea conspicua (9%) e Pantoea gaviniae (9%) (SIELAFF et al., 2019). Johnson (2020)
complementa que a estacdo espacial desenvolveu um microbioma central de 55
microrganismos diferentes. Os mais predominantes foram os encontrados no supracitado
estudo de Sielaff et al. (2019).

As bactérias presentes na estacao sdo, portanto, encontradas em ambientes comuns da
Terra tais como escritorios, academias e hospitais (HOWELL, 2019) tendo, portanto, apenas
um potencial patogénico oportunista e sempre existirdo em qualquer ambiente com presenga
humana (MORA et al., 2019). No entanto, a presenca e abundancia de tais patdogenos
oportunistas devem ser cuidadosamente monitoradas, pois sdo muitos os relatos na literatura
de que o ambiente espacial promove mudangas no comportamento dessas.

Kim et al. (2013) conclui que microrganismos cultivados em condi¢des limitantes de
nutrientes provavelmente atingirdo densidades celulares mais altas em condi¢cdes de
microgravidade do que na Terra. As condi¢des de microgravidade associadas ao OTB também
demonstraram aumentar os fatores de viruléncia em Salmonella spp. e Escherichia coli
(LANDRY et al., 2020). Ja Schiwon et al. (2013) analisou amostras bacterianas da ISS e de
uma estacdo de pesquisa na Antartica, ambos habitats isolados em ambientes extremos e
hostis, e constatou que as amostras da ISS mostraram codificar mais genes de resisténcia e
possuirem uma maior capacidade de transferéncia de genes entre os individuos, aumentando a
variabilidade genética da espécie. Além disso, a resisténcia a um ou mais antibidticos foi
detectada em 75,8% das ISS e em 43,6% das cepas da Antartica, indicando que o ambiente
espacial exerce alteracOes Unicas na fisiologia dos individuos. Ademais, a bordo da
espagonave chinesa Shenzhou VIII, cepas de Klebsiella pneumoniae exibiram um nivel mais
alto de resisténcia a cotrimoxazol, um antibidtico suscetivel a espécie, e alteragdes no
metabolismo em relagdo a cepa de controle de solo (GUO et al., 2015).

Por fim, os microrganismos presentes na ISS apresentam adaptacdes para a formagao
de biofilme, bioincrustacdo e interacdes nas superficies da estacdo que podem impactar
diretamente a integridade do material e indiretamente a saidde humana, representando um
risco potencial para o sucesso da missdo (MORA et al., 2019). Os supracitados autores
observaram que a microbiota da ISS pode aderir e crescer em superficies metalicas e téxteis.

Além disso, como enfatiza Landry et al. (2020), a maioria dos materiais encontrados em
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naves espaciais sdo incapazes de resistir a formacdo de biofilme e requerem manutencdo

continua para evitar sua formacao.

3.5 Biomimica, Biomimetismo e Bioinspiracao

Os termos biomimética, biomimetismo e bioinspiragdo sdo extensamente encontrados
na literatura, porém, muitas vezes, suas defini¢gdes ndo estdo devidamente claras, deixando o
leitor utilizar do senso comum para compreensdo. Estes termos compartilham o principio de
utilizar a natureza para orientar o desenvolvimento tecnoldgico, tendo em vista que a pressao
evolutiva trouxe biomateriais com excelentes desempenhos e que sao geralmente sintetizados
e processados em condigdes aquosas a temperatura ambiente com matéria-prima disponivel de
forma consideravel no ambiente (ZHAO et al., 2014).

Em busca de encontrar o significado através da utilizagdo dos termos na literatura,
percebe-se que estes sdo utilizados em diferentes situagdes carregando diferentes sentidos,
podendo eles serem sinonimos, como no livro Biomimetic Materials Chemistry (MANN,
1996), ou a defini¢ao de um termo, de acordo com um autor, ser a mesma dada para outro
termo na interpretacdo de outro autor. Tal variagdo de significados pode ser por estes
vocabulos serem relativamente recentes na literatura, sendo o termo biomimético introduzido
na década de 1970 e os termos bioinspirado e biomimica duas décadas depois (VULLEY,
2011; DELUCA, 2014).

Reconhecendo ndo haver um consenso claro quanto as definicdes entre os termos
apresentados, uma tentativa de estabelecer definicdes para eles sera realizada com base na
literatura analisada. Essas defini¢des irdo nortear o andamento do presente trabalho.

O Biomimicry Institute define o termo biomimica como: “uma pratica que aprende e
imita as estratégias encontradas na natureza para resolver os desafios do design humano”
(BIOMIMICRY, 2022, traducdo nossa). A biomimica ¢ focada na inspiracdo, ideacdo e
aprendizado dos sistemas naturais (DELUCA, 2020) e, de acordo com Vullev (2011), produz
uma imitagdo superficial destes sistemas com base no conhecimento adquirido.

Biomimética refere-se a “traducdo técnica e realizacdo de estratégias funcionais
usadas por organismos ou sistemas bioldgicos na Natureza” (BENYUS, 1997 apud DELUCA,
2020). Além disso, Vullev (2011) complementa que a abordagem biomimética permite uma
analise profunda dos sistemas biologicos com base em suas propriedades fisicas, quimicas e

morfoldgicas, permitindo a maior compreensdo desses sistemas em diversas ordens de
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grandeza, do nivel macroscopico ao molecular, sem lidar com a complexidade inerente dos
sistemas vivos, criando-se entdo modelos funcionais com interesse tecnologico. Essa
compreensdo técnica que permite a elaboracao de ideias e projetos para a criagdo de uma
tecnologia funcional a partir dos modelos obtidos pelo estudo dos sistemas biologicos ¢ a
realizacdo de uma abordagem bioinspirada (DELUCA, 2014).

Sendo assim, bioinspiragdo, de acordo com Vullev (2011, p. 504, tradugdo nossa)
refere-se aos sistemas “que adotam ideias e principios da biologia sem aparente semelhanca
com os paradigmas bioldgicos e fazem a ligagdo entre a ciéncia bdsica e a engenharia
aplicada”. Os produtos bioinspirados partem da abstracdo de mecanismos, fungdes e
caracteristicas de design e permitem agregar atributos que nao estdo disponiveis nos modelos
biologicos, sendo possivel entdo obter desempenho superior ao de um sistema vivo ou
biomimético (DUJARDIN; MANN, 2002; VULLEYV, 2011).

Portanto, esses termos, além de diferirem entre si, representam as etapas que partem
da observagao dos sistemas bioldgicos e tradugdo técnica das estratégias funcionais utilizadas

por eles até os produtos tecnologicos bioinspirados, como ilustrado na Figura 3.24.

Figura 3.24 — Etapas da elabora¢io de um produto bioinspirado
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Fonte: Adaptado de VULLEY, 2011.

3.6 Superficies bactericidas bioinspiradas

Superficie ou interface pode ser entendida como uma mudanga abrupta nas
propriedades de um sistema em fun¢do da distdncia. Essa mudanga abrupta pode ocorrer

desde uma distancia atdmica no caso de um solido cristalino em contato com seu proprio



58

vapor a baixas temperaturas, até distancias tendendo ao infinito no caso de um produto liquido
em contato com seu proprio estado gasoso em temperaturas e pressdo tendendo ao ponto
critico (HUDSON, 1998). Ja o termo “bactericida” carrega o sufixo “-cida” que, segundo o
dicionario Priberam (2022), “Exprime a no¢do de agente que provoca a morte ou o
exterminio”. Sendo assim, o termo ‘“‘superficie bactericida” se refere a uma interface entre
dois meios, sendo neste caso o material e o ambiente, cuja propriedade € provocar a morte ou
exterminio de bactérias.

Estudos em estratégias bioinspiradas para a criagdo de superficies que impecam a
fixagdo de bactérias e a formagdo de biofilmes sdo extensamente encontrados na literatura. As
duas principais abordagens encontradas sdo as superficies bactericidas inspiradas em asas de
cigarras e libélulas (JAGGAESSAR et al., 2017; LUO et al., 2022; PATIL et al., 2021) ¢ as
superficies bacteriostaticas, ou antibioincrustrantes, inspiradas em pele de tubardo, flor de
16tus, taioba, vermes do castelo de areia e asas de borboleta (FERNANDEZ et al., 2013;
JAGGAESSAR et al., 2017; MA et al., 2011). Em aplicagdes espaciais, tais abordagens
bacteriostaticas ndo sdo interessantes, pois o objetivo maior ¢ a eliminagao desses seres para
evitar que possam sofrer mutagdes, colonizar outros corpos celestes no caso de futuras
missdes tripuladas de exploracdo ou contaminar os tripulantes. Sendo assim, apenas as
estratégias bactericidas serdo consideradas no presente trabalho, dando destaque para as asas
de libélulas, tendo em vista que estudos comprovam boa eficacia bactericida tanto em
gram-positivas quanto negativas, enquanto as asas de cigarra possuem seletividade bactericida
apenas para as gram-negativas que, em geral, possuem parede bacteriana menos rigida
(HASAN et al., 2019).

Segundo Zhang et al. (2013), a superhidrofobicidade pode reduzir a forca de adesao
entre as bactérias e uma superficie solida, permitindo a facil remogao delas antes que um
biofilme espesso seja formado na superficie. Além disso, TRIPATHY et al. (2017, p. 7,

tradug@o nossa) acrescenta que

[...] vérios estudos iniciais se concentraram na conex@o entre a molhabilidade da
superficie e os efeitos anti-bioincrustantes, atribuindo-os a ndo aderéncia dos
microbios na suposta superficie super-hidrofobica [pois] as superficies hidrofilicas
parecem permitir a proliferacdo de bactérias, enquanto as superficies hidrofobicas
proibem o crescimento bacteriano, pois as bactérias ndo podem aderir & superficie.

Porém, alguns autores afirmam que a superhidrofobicidade de uma superficie ndo ¢
suficiente para garantir que ndo haja adesdo bacteriana. Elbourne et al. (2019), analisando as

propriedades elasticas das células bacterianas e seu processo de fixacdo em superficies,
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conclui que esta ¢ direcionada por uma combinagdo de fatores fisicos e quimicos inerentes da
carga superficial, da rigidez do substrato, do grau de hidrofobicidade, da rugosidade inerente,
da geometria especifica da superficie e da energia livre que surge tanto da superficie quanto
da parede celular bacteriana, além da capacidade de produzir exopolissacarideos por parte da
bactéria. Goulter et al. (2009) acrescenta que a hidrofobicidade das bactérias, parametro que
também influencia na adesdo em superficies, varia entre espécies e cepas, ¢ até mesmo dentro
da mesma cepa, dependendo do modo e estagio de crescimento delas. Além disso, Tripathy et
al. (2017) exemplifica que, apesar da natureza super-hidrofobica da asa da cigarra (dngulo de
contato com a dgua estatica de 158,8°), h4 adesdo bacteriana significativa em sua superficie.
Diferentes estratégias de sintese podem ser empregadas para a producdo de superficies
bactericidas bioinspiradas. Algumas dessas estratégias que se mostraram promissoras para

serem aplicadas na industria aeroespacial sao apresentadas abaixo.

3.6.1 Revestimentos com imobilizacdo de peptideos antimicrobianos

Peptideos antimicrobianos (PAMs) sao um importante componente do sistema
imunoldgico inato e adaptativo da maioria dos organismos vivos (ALVES; PEREIRA, 2014),
atuando especificamente sobre microrganismos patogénicos, tais como as bactérias e fungos
(GLINEL et al., 2012). Gabriel et al. (2006) diz que esses peptideos apresentam algumas
caracteristicas em comum: eles t€m no maximo de 40 a 50 residuos de aminoacidos, sdo ricos
em residuos de aminoécidos cationicos e formam uma estrutura alfa-hélice anfifilica. Essas
caracteristicas permitem a ligacdo e inser¢do dos PAMs nas bicamadas fosfolipidicas
carregadas negativamente de bactérias e fungos, provocando a ruptura e comprometendo as
fungdes vitais da membrana.

Glinel et al. (2012, p. 1671, tradugdo nossa) ilustra que “revestimentos antibacterianos
naturais a base de PAMs sdo fornecidos por anfibios e peixes [...] para impedir a colonizagao
de sua pele por microrganismos”. Considerando as diversas finalidades dos PAMs na
natureza, diversos estudos buscam avaliar a aplicabilidade desses peptideos através de
diferentes métodos baseados em imobilizagdo fisica ou quimica na produgdo de revestimentos
bactericidas.

Haynie et al. (1995) propos utilizar uma estratégia de sintese em fase solida, que
consiste na montagem de uma cadeia peptidica através de reagdes sucessivas de derivados de

aminodcidos (CHAN; WHITE, 2020), para produzir uma série de peptideos antimicrobianos
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imobilizados e testar sua eficacia em cepas bacterianas gram-positivas e gram-negativas. Para
isso, utilizou a reagdo de Pepsin K, uma resina de poliamida com éster metilico, com
etilenodiamina (EDA), para servir como suporte insoluvel em 4gua aos peptideos. Em
seguida, os peptideos utilizados no estudo foram produzidos por acoplamento de aminoacidos
individuais protegidos com Fmoc, um grupo protetor introduzido na molécula para gerar
quimiosseletividade na reagdo (WUTS, 2014), via reagdo padrao de acoplamento de éster com
hexafluorofosfato  de  benzotriazol-1-il-oxi-tris-(dimetilamino)-fosfonio ~ (BOP)  ou
Tetrafluoroborato de O-(benzotriazol-1-il) -N, N, N ', N'-tetrametiluronio (TBTU) na presenca
de diisopropiletilamina (DIEA). Em seguida, a resina foi lavada e o grupo protetor Fmoc foi
desacoplado com piperidina e o ciclo foi repetido até que a sequéncia peptidica especifica
fosse completada. As propriedades bactericidas dos peptideos produzidos foram avaliados
com cepas de Escherichia coli (gram-negativa) e Staphylococcus aureus (gram-positiva).

Steven e Hotchkiss (2007), na intencdo de criar um filme de polietileno de baixa
densidade (PEBD) com propriedades antimicrobianas através da imobiliza¢do covalente de
peptideos, utilizaram o E/4LKK, um peptideo antimicrobiano sintético com 14 residuos de
aminoacidos que possui ampla eficacia contra bactérias gram-positivas e gram-negativas,
além de leveduras e bolores. Como o PEBD ¢ inerte, ndo sendo adequado para a fixacao de
peptideos, a sua superficie foi oxidada com uso de uma solugdo de 4cido cromico e acido
nitrico (70%) para criar grupos funcionais adequados para reagdes quimicas posteriores.

O acoplamento de um peptideo diretamente ao PEBD pode, potencialmente, perturbar
sua estrutura devido a natureza hidrofobica do PEBD, reduzindo ou destruindo sua atividade.
Porém, a molécula hidrofilica de poli(etilenoglicol) (PEG) com terminacdo (w-amino,
a-carboxi) (NH,-PEG-COOH), apresentada na Figura 3.25, foi adicionada para atuar como
ponte entre a superficie € o peptideo e assim fornecer mobilidade aos peptideos fixados
covalentemente, o que pode ser necessario para a eficacia destes. Uma imagem esquematica

da superficie de PEBD ap6s o tratamento quimico ¢ apresentada na Figura 3.26.

Figura 3.25 — Poli(etilenoglicol) com terminac¢ao (w-amino, a-carboxy)
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Fonte: POLYMER SOURCE INC., 2022.
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Figura 3.26 — Superficie do polietileno com caracteristica antimicrobiana
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Fonte: Adaptado de STEVEN; HOTCHKISS, 2007.

Foi analisada a eficacia bactericida do filme polimérico com E/4LKK imobilizado em
diferentes estdgios de sintese utilizando 0,1mL de solugdo contendo de Escherichia coli. Os
filmes poliméricos foram imersos na solugdo bacteriana, agitados a 90 rotagdes por minuto
(RPM), em seguida, incubados a 37°C por 24 h.

Gabriel et al. (2006) desenvolveu uma rota para imobilizacdo covalente do peptideo
LL37, um peptideo helicoidal anfipatico (apresenta caracteristicas hidrofilicas e hidrofobicas)
de 37 residuos de aminoacidos, encontrado em humanos, que demonstrou exibir um amplo
espectro de atividade antimicrobiana (DURR et al., 2006), em superficies de titnio.

Inicialmente, os autores utilizaram o processo de silanizagao na superficie do titanio,
que consiste em uma modificagao superficial utilizando compostos de silica como ponte entre
o substrato e moléculas com grupos funcionais de interesse, permitindo a ligagdo covalente
destas na superficie (AGNIHOTRI et al., 2013), ¢ avaliaram a eficacia do experimento
utilizando cepas de Escherichia coli (gram-negativa) a partir do aumento da fluorescéncia do
iodeto de propidio causado pela intercalacdo deste no DNA das células mortas apos 30
minutos expostas as superficies avaliadas.

O processo de silanizagdo foi realizado com uma solucdo de glicidiloxipropil
trietoxissilano (epoxi-silano) para ligagdes com o peptideo em sua forma nativa e solugdo de
3-aminopropil trietoxisilano (amino-silano) para ligagdes do peptideo com a adigdo de um
aminoacido de cisteina (Cys-LL37), tendo em vista que peptideos com o amino4cido cisteina
na extremidade inicial do peptideo (posi¢ao N-terminal) tém sido utilizados com sucesso para
obter imobilizacao direcional de peptideos (PANE et al., 2018).

Na silanizacao utilizando epodxi-silano, foi analisada a ligac¢ao direta do peptideo com

a superficie e com o uso de uma molécula de PEG funcionalizada, cloridrato de
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a-amino-w-carboxi-PEG (H,N-PEG-COOH) com a fung¢do de servir como um espagador, ou
seja, aumentar a distancia entre o peptideo e a superficie e com isso, segundo os autores,
possibilitar a difusdo lateral do peptideo na parede celular bacteriana. Ja na silanizagdo com
amino-silano, foi utilizado N-maleimidopropionic acid succinimide ester (NHS-Prop-Mal)
para permitir a ligacdo direta do peptideo com cisteina na superficie silanizada. Para a ligagao
do peptideo com o intermédio de wuma molécula espacadora, foi utilizado a
a-N-hidroxisuccinimidil-o-maleimidil-PEG (NHS-PEG-Mal). A Figura 3.27 apresenta a
estrutura quimica das superficies produzidas pelos autores, em (1), tem-se a ligacao direta do
peptideo na superficie silanizada com silano-epoxi. Em (2), utiliza-se o H,N-PEG-COOH
como um espagador. Em (3), tem-se a ligagdo direta com uso de NHS-Prop-Mal como
intermediador entre a superficie silanizada com amino-silano e o peptideo com adicao de
cisteina na sua extremidade. Em (4), tem-se a ligagdo do peptideo com cisteina utilizando o

espacador NHS-PEG-Mal.

Figura 3.27 — Estrutura das superficies silanizadas com imobilizacido de LL37
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Fonte: GABRIEL et al. (2006)
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Faure et al. (2011), em busca de uma abordagem ecologica para imobiliza¢do dos
PAMs em superficies de ago inoxidavel, concebeu uma rota de sintese a partir do processo de
Layer by Layer (LbL), uma técnica de produgdo de filmes finos a partir de deposicao na
superficie do substrato, via adsor¢do alternada, de materiais com cargas opostas que
interagem entre si (PARK et al., 2018), de forma que todo o processo ocorra em solugao
aquosa sem tratamentos superficiais especificos.

Inicialmente, os autores utilizaram a molécula 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina (DOPA),
um importante componente responsavel pela adesao de mexilhdes em varios substratos (LEE;
SCHERER; MESSERSMITH, 2006), para sintetizar um polimero de metacrilamida contendo,
oxidada, a molécula de DOPA, abreviado como P(mDOPA). Em seguida, eles produziram
uma versdo oxidada do polimero, Pox(mDOPA), substituindo o grupo benzenodiol (anel
aromatico ligado a duas hidroxilas) pelo grupo quinona (anel aromatico ligado a duas
carbonilas) (OUELLETTE; RAWN, 2018). A Figura 3.28 apresenta as estruturas quimicas da
molécula de DOPA (1) e os polimeros P(mDOPA) (2) e Pox(mDOPA) (3).

Figura 3.28 — Estrutura quimica da DOPA, P(mDOPA) e Pox(mDOPA)
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Fonte: FAURE et al., 2011 e Dominio publico.

A formacdo do filme antimicrobiano, realizada pelo processo LbL consistiu,
inicialmente, em imergir o substrato de aco inoxidavel em uma solugdo aquosa contendo o
copolimero policatiénico P(mDOPA)-co-P(DMAEMA") contendo uma porgéo de 15% em mol
de DOPA, projetado para ancorar fortemente no substrato pelas ja conhecidas interagdes
DOPA/metal (LEE; SCHERER; MESSERSMITH, 2006). Além disso, P(DMAEMA") ¢é a
abreviacdo de poli /(2-dimetilamino) etil metacrilato] (BONKOVOSKI, 2014).
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Em seguida, 15 camadas de Pox(mDOPA) e poli(cloridrato de alilamina) (PAH)
foram adicionadas alternadamente e, por fim, 5 camadas foram adicionadas, mas, dessa vez,
intercalando o Pox(mDOPA) com nisina, um peptideo com propriedades bactericidas,
produzido pela bactéria Lactococcus lactis, que possui um amplo espectro de atividade contra
bactérias gram-positivas patogénicas aos seres humanos e gram-negativas caso passem por
um choque térmico (CHEN; HOOVER, 2006). Uma imagem do processo esta descrita na
Figura 3.29.

Figura 3.29 — Processo LbL para produc¢io da superficie bactericida
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Fonte: FAURE et al., 2011.

A atividade bactericida do filme antimicrobiano foi avaliada adicionando solugdo
contendo 10°a 10® bactérias Bacillus subtilis por mililitro, observando o niimero de bactérias

sobreviventes depois de 24 horas ap6s o espalhamento em placas de agar.
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3.6.2 Revestimentos com imobilizacdo de Compostos Quaterndrios de Amonio (CQAs)

Os CQAs sdao moléculas organicas carregadas positivamente que contém quatro
grupos alquila, radical organico formado pela remocdo de um 4tomo de hidrogénio de um
hidrocarboneto saturado (IUPAC, 2019a), ligados covalentemente a um atomo central de
nitrogénio (N*) (KAUR et al., 2016). Uma imagem estrutural de um composto quaternario de
amoénio genérico pode ser observado na Figura 3.30, onde R pode ser um &atomo de
hidrogénio, um grupo alquil simples ou modificado, e X~ representa um anion, que na maioria

das vezes € um anion haleto (compostos com elementos da familia 7A da tabela periddica).

Figura 3.30 — Formula estrutural dos CQAs
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Fonte: GERBA, 2015.

Esses compostos catidnicos sdo letais para uma ampla variedade de organismos,
incluindo células vegetativas de bactérias gram-positivas e gram-negativas, fungos, parasitas e
virus lipofilicos (envelopados) (JIAO et al., 2017). Porém, a atividade biocida desses
compostos pode provocar genotoxicidade em células mamiferas, disfuncdo mitocondrial,
perturbar mecanismos energéticos celulares e desencadear sinais apoptoticos, prejudicando o
ecossistema espacial e a saide humana (JEMISON; OLABISI, 2021). Portanto, seu uso deve
ser cuidadosamente avaliado ja que, como explica Jiao et al (2017), o mecanismo
antimicrobiano exato dos CQAs nao foi totalmente elucidado, mas acredita-se que o modo de
acao predominante seja a ruptura da membrana celular.

Os CQAs foram sintetizados pela primeira vez por Menschutkin em 1890, conduzindo
uma reacao de substituicdo nucleofilica de aminas terciarias com um haleto de alquila (KAUR
et al., 2016). Por fim, a incorporagdo de por¢cdes de amoéOnio quaternario em polimeros

representa uma das estratégias mais promissoras para a preparacdo de biomateriais



66

antimicrobianos (JIAO et al., 2017). O efeito antimicrobiano dos CQAs ocorre em func¢do de
diversos fatores, sdo eles:
a) peso molecular das cadeias, onde ha wvalores Otimos para cada sistema
antibacteriano (IKEDA et al., 1986);
b) comprimento da cadeia, em que, para diferentes bactérias, o comprimento ideal da
cadeia de CQAs difere, sendo 14 carbonos para bactérias gram-positivas e 16
carbonos para bactérias gram-negativas (JIAO et al., 2017);
¢) o anion (X°) presente na cadeia que altera a estrutura do composto e assim traz
efeito na eficiéncia e seletividade para diferentes microrganismos, resultando em
graus variaveis de desempenho antimicrobiano (GARG et al., 2010);
d) densidade de carga molecular, sendo necessaria uma quantidade minima de CQAs
imobilizados na superficie para causar redugdo significativa das bactérias vidveis

(CAVALLARO, et al., 2016).

Chen et al. (2000) sintetizou uma série de dendrimeros de amonio quaterndrio para
avaliar suas propriedades bactericidas, alterando a geracdo dessas macromoléculas e a
dependéncia do anion utilizado (cloro ou bromo). Dendrimeros podem ser definidos como
macromoléculas sintéticas, monodispersas com arquitetura e composicao tridimensional em
forma semelhante a uma arvore bem definida (TSAI; IMAE, 2011). Eles crescem radialmente
a partir de uma molécula central que reage com mondémeros contendo grupos reativos
permitindo reagdes sucessivas, aumentando o tamanho, peso molecular, densidade e nimero
de grupos funcionais nas extremidades. Cada reagdo sucessiva ¢ considerada uma geracao.

A Figura 3.31 apresenta um dendrimero de 4° geracdo de poli(propilenoimina) (PPI)
comercialmente disponivel, onde ¢ possivel observar as quatro ramificacdes da cadeia a partir
do centro e 32 grupos aminas nas extremidades.

O principal interesse dos autores por essa classe de moléculas ¢ devido a baixa
dispersdo de seu peso molecular, ou seja, todas as moléculas sintetizadas tendem a ter
comprimentos semelhantes e como os proprios autores enfatizam “um sistema polimérico
bem definido com uma polidispersidade restrita ¢ um peso molecular bem caracterizado ¢
desejavel para estudar a relagdo estrutura-atividade de biocidas poliméricos” (CHEN et al.,

2000, p. 473, traducao nossa).
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Figura 3.31 — Dendrimero de 4° gera¢do terminado em aminas primarias
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Fonte: CHEN et al., 2000.

Inicialmente, os autores produziram uma série de dendrimeros de amonio quaternario
a partir da funcionalizacdo de dendrimeros de PPI de diferentes geragdes ao introduzir o
grupo halogénio (cloro ou bromo) a partir da reagcdo de 2-cloroetil isocianato ou 2-bromoetil
isocianato com as aminas terciarias para formar os compostos de amonio quaternario, a
Figura 3.32 apresenta uma ilustragdo de um dendrimero de 2° geragao de PPI, sintetizado pelo

estudo, contendo 8 grupos CQA em sua superficie.

Figura 3.32 — Dendrimero biocida de 2° geracao com 8 grupos CQA na sua superficie
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A propriedade bactericida dos compostos sintetizados foi determinada utilizando cepas
recombinantes de Escherichia coli (gram-negativa) com o gene codificador de proteinas
luminosas das bactérias Vibrio fischeri tendo, portanto, a capacidade de emitirem luz visivel
de forma que a eficacia dos dendrimeros foi avaliada em termos da redugao da luminescéncia
das cepas bacterianas em relacdo a condigdes de crescimento normal.

Caillier et al. (2009) avaliaram duas séries de monomeros quaternarios de amonio com
relagdo a sua estrutura molecular e atividade bactericida e fungicida com o intuito de produzir
polimeros microbicidas, tendo em vista, como citado pelos autores, as vantagens de serem
quimicamente estaveis e ndo volatilizdveis comparadas com os agentes antibacterianos
convencionais de baixo peso molecular. Os compostos sintetizados estdo representados na
Figura 3.33 onde m ¢ o nimero de atomos de carbono que atua como um espagador entre o
composto catiénico de amoénio a porgao acrilato (R—O—CO-CH—CH,) (PSLC, 2019)en é o
nimero de atomos de carbono na cadeia de hidrocarbonetos na extremidade oposta a por¢ao
acrilato. Os supracitados autores avaliaram a eficacia microbicida dos compostos com valores

dem=2em=11eparan=10, 12, 14 e 16.

Figura 3.33 — Estruturas dos mondomeros quaternarios de amonio sintetizados

Br~ Br~
CH, 0 . CHy, O
PO T P AP B | U—CH ||4—[— CH 7L0 | Y
H——CH;—N——CH.+—0—C . ;00—
V2 R, \/f — ! ‘m N
n CH m CH,

3

Fonte: CAILLIER et al., 2009.

A formacgao dos compostos de amdnio quaternario foi realizada pela reagdo da amina
terciaria com diferentes brometos de alquila (Br—(CH,),—H) ou benzila (anel aromatico
seguido de CH, e Br) comerciais e as atividades antibacteriana e antifingica, sendo esta
ultima de menor interesse para o presente trabalho, foram avaliadas por meio da Concentragao
Letal Minima (CML), a menor concentragdo de uma substancia toxica em um meio que
provoca a morte de espécies de teste sob um conjunto definido de condigdes (IUPAC, 2019b).
Foram utilizadas as cepas bacterianas de Pseudomonas aeruginosa (gram-negativa) e

Staphylococcus aureus (gram-positiva) para o teste.
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Gozzelino et al. (2011), tal como Caillier et al. (2009), sintetizaram e investigaram as
propriedades bactericidas de mondmeros quaternarios de amonio (MQAs) com grupos
acrilato. Porém, diferente dos ultimos, Gozzelino et al. (2011) realizaram, também, a
copolimerizacdo dos mondémeros com uma resina acrilica usada como aglutinante para
revestimentos em condi¢des de polimerizagdo desencadeadas por radiagdo UV com intengao
de formar filmes para revestimento polimérico com propriedades bactericidas, ja que a
finalidade da porcao acrilato nos mondmeros foi de conferir reatividade suficiente para
permitir a copolimerizagdo por radiagdo UV.

Os MQAs utilizados neste estudo foram obtidos pela reagdo entre acrilato de
11-bromoundecil e diferentes grupos alquil dimetilaminas, com a cadeia alquilica de 2, 8 ¢ 16
atomos de carbono. Os revestimentos poliméricos foram obtidos por fotopolimerizagao UV de
misturas liquidas, formando um filme com espessura de 200um sobre uma superficie de vidro
exposto a irradiagdo UV de uma lampada de vapor de Hg e atmosfera de N, de forma que a
propor¢ao em peso da mistura reativa, contendo Ebecryl 270, um oligdbmero diacrilato de
uretano alifatico utilizado como ligante, tripropilenoglicol diacrilato, como diluente reativo,
2-hidroxi-2-metilfenil-propanona, como fotoiniciador, ¢ os MQAs (biocida reativo) foi de
60:40:3:1.

Foi avaliada a atividade bactericida dos monomeros livres, em suspensdo aquosa,
contra bactérias suspensas com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) e bactérias
aderidas a superficies de ago inoxidavel. Além disso, avaliou-se, também, a atividade
bactericida do revestimento formado pela fotopolimerizagdo dos monOomeros na resina
acrilica. Em todos os ensaios, mediu-se a influéncia na taxa de crescimento de Escherichia
coli (gram-negativa), Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes (gram-positivas) e,
antes de cada experimento, o nimero de células viaveis para referéncia ficou na faixa de 10°°

a 10%° Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) por centimetro cubico.

3.6.3 Superficies nanoestruturadas inspiradas nas asas de libélulas

Nas asas das libélulas sdo encontradas estruturas denominadas como nanopadrdes ou
nanopilares (HASAN et al., 2019). Sendo o termo nanopilar o termo mais encontrado na
literatura, ele sera empregado no presente trabalho. Os nanopilares das libélulas sdo estruturas
eretas, orientadas aleatoriamente em termos de forma, no geral em forma de bastao, tamanho

e distribui¢do, compostos de acidos graxos e n-alcanos (hidrocarbonetos que apresentam
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apenas ligacdes simples e cadeias abertas) de cadeia longa (MAINWARING et al., 2016).
Estdo presentes nos lados dorsal e ventral da superficie das asas das libélulas, incluindo as
veias, com suas dimensdes variando entre as espécies de insetos (HASAN et al., 2019).
Ivanova et al. (2013) estudaram a eficacia bactericida da superficie das asas das
libélulas a partir da espécie Diplacodes bipunctata. A superficie das asas mostrou-se muito
eficiente em matar bactérias gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa) € gram-positivas
(Staphylococcus aureus € Bacillus subtilis em forma de enddsporos) com uma taxa de morte
de aproximadamente 4,5%10° UFC/(min*cm?). Informagdes gerais sobre as caracteristicas da
superficie e eficacia bactericida contra as bactérias analisadas estdo apresentadas na Tabela
3.7 abaixo. Essa variagdo entre os tamanhos e diametros dos nanopilares ¢ responsavel pela
grande amplitude de agdo bactericida das asas de libélulas, compreendendo bactérias

gram-positivas, negativas e enddsporos, apesar de suas diferencas estruturais e quimicas.

Tabela 3.7 — Caracteristicas bactericidas das asas da libélula D. bipunctata

Caracteristicas da Superficie

Angulo de contato com a agua 153° (superhidrofobica)
Composicao quimica Lipideos e ceras (n-alcanos)
Altura dos nanopilares 240 nm (média da regido analisada)

Atividade bactericida

Gram-positiva
Eficacia Gram-negativa
Endésporos

Eficiéncia bactericida (bactérias por cm? min™)

Pseudomonas aeruginosa (gram -) 3,0 x 10°
Staphylococcus aureus (gram +) 4,6 x 10°
Bacillus subtilis (gram +) 1,4 x 10°

Fonte: Adaptado de IVANOVA et al., 2013.
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Rajendran et al. (2012), estudando as diferentes regides das asas da libélula
Sympetrum vulgatum utilizando microscopia de forga atomica (MFA), relataram que houve
variacoes quanto aos nanopilares em diferentes regides. O diametro dessas estruturas variou
entre 83,25 + 1,79 nm e 195,08 + 10,25 nm em fung¢do da regido da asa analisada. Além disso,
Bandara et al. (2017) disponibilizou imagens dos nanopilares da libélula Orthetrum
villosovittatum realizadas por microscopia de ions de hélio (MIH) e microscopia eletronica de
transmissdao (MET) na Figura 3.34a e 3.34b, respectivamente, onde a barra horizontal, para
comparagdo de escala, possui 200 nm. Com os dados obtidos pelo MET, os supracitados
autores elaboraram histogramas mostrando os valores do didmetro e altura da regido analisada

apresentada na Figura 3.35a e 3.35b respectivamente.

Figura 3.34 — Nanopilares de O. villosovittatum
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Fonte: Adaptado de BANDARA et al., 2017.

Figura 3.35 — Histogramas do diametro e altura dos nanopilares de O. villosovittatum
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Cheeseman et al. (2018), através de uma andlise estatistica utilizando modelos de
interceptacdo aleatoria, apontam que entre diferentes espécies de libélulas, houve 77% de
variagdo na densidade de nanopilares por unidade de area, 34% de variacdo na altura dos
nanopilares, e 25% de variacdo no diametro. Hasan ef al. (2019) sugerem que a variacdo na
nanoarquitetura das libélulas ocorra devido as diferengas de taxonomia, geograficas, habitat e
migragao.

Atualmente, o mecanismo bactericida dos nanopilares mais aceito € que, a medida que
as células bacterianas atingem a superficie deles, a 4rea da membrana suspensa entre os
nanopilares ¢ esticada. Uma vez que o estiramento da membrana seja suficiente, isso levara a
ruptura ¢ eventual morte celular (LINKLATER et al., 2017). Sendo assim, o efeito bactericida
¢ devido a morfologia dos nanopilares e ndo necessariamente ao tipo de superficie ou outros
fatores quimicos. Para demonstrar essa ideia, MAINWARING et al. (2016) alterou a quimica
da superficie por pulveriza¢do de ouro, mas preservando sua estrutura fisica, o que resultou
em nenhuma diferenca substancial na viabilidade celular, demonstrando que a morfologia da
superficie ¢ diretamente responsavel pela inativagdo da célula bacteriana. Além disso, a
grande rugosidade da superficie devido aos nanopilares aumenta a area de contato, enquanto o
pequeno raio dos nanopilares aumenta a energia de deformag¢do da membrana (BANDARA et
al., 2017).

Diversos modelos foram propostos visando compreender melhor os fendmenos
mecanicos na interface da parede bacteriana e a superficie nanoestruturada e assim obter os
melhores pardmetros superficiais (tais como altura, diametro e espagamento dos nanopilares)
que proporcionem maior eficacia bactericida. O presente trabalho apresenta um modelo
termodindmico analitico, ou seja, um modelo termodindmico elaborado por manipulacdes
algébricas e simplificagcdes por meio de operacdes elementares que levam a uma solugdo exata
(SILVA, 2018b), e modelos elaborados com auxilio de redes neurais e método de elementos

finitos (MEF).

3.6.3.1 Modelagem da interacdo da parede bacteriana com superficies nanoestruturadas

Li e Chen (2016), em busca de compreender melhor o comportamento da adesdo
bacteriana em superficies com nanopilares e buscar os parametros de maior eficiéncia
bactericida em fungdo da topografia das nanoestruturas, desenvolveram “um modelo

termodindmico quantitativo para elucidar os efeitos de uma superficie nanopadronizada na
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adesdo bacteriana” (LI, CHEN, 2016, p. 1, tradu¢do nossa). Em sequéncia, os autores
elaboraram um diagrama de fases visando relacionar as condi¢des 6timas do espagamento dos
nanopilares em funcao de seu raio.

Considera-se para este modelo que a parede celular bacteriana ¢ uma fina membrana
elastica, desconsiderando sua espessura e composi¢cdo quimica. Além disso, os nanopilares
estardo distribuidos de forma ordenada, ou seja, nanopadronizada, o que, apesar de ndo
concordar com o interesse do presente trabalho que procura distribui¢des aleatdrias tal como
nas asas de libélulas, traz uma abordagem mais simples de se modelar e prever
comportamentos, além de fornecer uma visdo geral sobre as interagdes entre a parede
bacteriana e as superficies com os nanopilares apesar de ndo contemplar a diversidade
morfoldgica desses seres presentes no ambiente.

Inicialmente, avaliam-se as condigdes de deformagdo quando a bactéria parte do
estado livre, antes de aderir a superficie, para o estado de adesdo, com a membrana deformada
na regido da superficie nanopadronizada. A deformacdo da membrana resulta na variagdo da
energia livre do sistema membrana/superficie, especificamente, variagdes devido a energia
provocada pelo estiramento (alongamento da membrana na superficie), energia de flexao
(andlogo a um ensaio de flexdo, onde os nanopilares sdo os apoios e a carga aplicada ¢ devido
ao peso da célula aderida) e energia de adesdo no contato (manifestada de forma eletrostatica).
Sendo assim, a variagdo total de energia livre da célula bacteriana em uma superficie
nanopadronizada pode ser representada como: energia de alongamento, energia de flexao e
energia de adesdo no contato.

1.AS?
AE = -\
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Onde A ¢ o modulo de elasticidade da membrana, S e S, sdao a mudanca de area ¢ area
total inicial da membrana celular bacteriana, k ¢ o modulo de resisténcia a flexdo da
membrana, ¢, € ¢, sdo duas curvaturas principais da superficie de flexdo da membrana, ¢, € a
curvatura espontanea, desprezada no modelo devido ao grande tamanho da célula, y ¢ a
densidade de energia de adesdo de contato entre a membrana celular e a superficie, S € S,q
sdo, respectivamente, a area total e a area de adesdo da membrana celular e Eg,q € a energia
provocada pela flexao inicial da membrana celular.

A membrana bacteriana pode ser particionada em trés regides, como mostrado na

Figura 3.36: a primeira (regido I) ¢ a regido da membrana no topo dos nanopilares que nao
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estd sob estresse, a segunda (regido II) é a regido aderida entre os intervalos dos
nanoestruturas e a terceira (regido III) ¢ a regido imediatamente adjacente aos nanopilares. R,
h e ¢ seriam o raio de cada nanopilar, sua altura e o angulo da curvatura da membrana no

nanopilar respectivamente.

Figura 3.36 — Ilustraciio esquematica de uma célula bacteriana em forma de bastiao

aderida a uma superficie nanopadronizada

Superficie nanopadronizada

Fonte: LI; CHEN, 2016.

O segundo termo da Equacdo 1, representando a energia de flexdo, tendo em vista a
divisdo da membrana celular, também pode ser dividida em trés partes para possibilitar sua

solucdo analitica, conforme observado na Equacgao 2.

/S [g(cl +cyp — 00)2] dA = /St

Onde S, Su, € Simm sd0, respectivamente, a area das regides I, II e III. Os autores

[g(cl + o — 00)2] dA @)

op+Sad+Simm

cell

realizaram os devidos calculos com base nas premissas propostas por seu modelo e chegaram

nos seguintes resultados para a energia de flexdo de cada regido da célula bacteriana.

K KOl

/Stop [5(01 + ey — 00)2] dA = - + 47k(1 — cosB) 3)

Onde O ¢ o angulo de contato da célula bacteriana com a superficie nanopadronizada;
l e r sdo o comprimento e largura da parte inferior da bactéria quando em contato com

superficie, respectivamente.
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Onde h ¢ a profundidade de adesdo, R' ¢ o raio da regido Il e N, = &(nr® + 21l) é o
numero total de nanopilares sob a célula bacteriana em que & € o numero de nanopilares por

unidade de area.
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Apos realizar a andlise dessa expressdo em fungdo de R/R’, desconsiderando as

constantes N, e k, em uma calculadora grafica percebe-se que ela possui um minimo global
(para R /R’ maior que zero) em 14,46 quando R /R’ ¢ igual a 0,598. Sendo assim, pode-se

simplificar a Equagdo 5 em

K 9 B
/Simm [5(01 + o — <) } dA = 14,46Nyk ©6)

Portanto, a energia de flexdo pode ser calculada por

J
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= 47k(1 — cos @) + N, [47m +
T
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Maleki et al. (2020), em busca de entender o papel das caracteristicas geométricas das
nanoestruturas na interagdo com a parede bacteriana e assim promover a lise dessas estruturas,
desenvolveram uma rede neural alimentada por dados experimentais obtidos da literatura
visando encontrar a faixa de parametros estruturais que conferirdo maior eficiéncia bactericida
para diferentes tipos morfologicos e estruturais de bactérias e assim guiar o desenvolvimento
de novas superficies com ampla eficacia bactericida para diferentes espécies.

As redes neurais podem ser entendidas como

Um método de inteligéncia artificial que ensina computadores a processar dados de
uma forma inspirada pelo cérebro humano [...] [criando] um sistema adaptativo que
os computadores usam para aprender com 0s erros € se aprimorar continuamente

AWS, 2022 (AWS, 2022).
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Os autores investigaram a interacdo dos nanopilares com trés diferentes espécies de
bactérias: Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Os
parametros de entrada para a rede neural foram: altura dos nanopilares, as razdes de
largura/altura e largura/didmetro, espagamento entre os nanopilares e a nitidez do pico, bem
como o tempo em que os experimentos da literatura foram realizados. A resposta da rede
neural, ou seja, o parametro de saida foi a porcentagem de bactérias eliminadas para cada
espécie.

Os parametros de entrada foram normalizados, dividindo os valores de cada série de
parametros pelo valor mais alto para corresponderem a valores entre 0 e 1, sendo esse o
intervalo de trabalho de uma rede neural. Parte dos dados normalizados foram divididos para
a realizacdo de treinos para encontrar a estrutura € os parametros ideais da rede e testes para
avaliacdo do desempenho do sistema treinado. O principal critério estatistico utilizado para
avaliar o desempenho e a capacidade da rede desenvolvida foi o coeficiente de correlagdo (R?)
entre os resultados experimentais e previstos. Um fluxograma da metodologia da elaboracao

da rede neural foi apresentado pelos autores conforme mostrado na Figura 3.37.

Figura 3.37 — Fluxograma da elaboracio da rede neural
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Fonte: MALEKI et al., 2020.
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Por fim, os supracitados autores desenvolveram uma série de simulagdes pelo método
de elementos finitos (MEF) com os parametros ideais, obtidos pela sua rede neural, que
promovem a maior eficicia bactericida para as trés espécies analisadas e assim compreender a

relagdo desses parametros nas deformagdes provocadas na parede bacteriana.

3.6.3.2 Técnicas de nanofabricagdo de superficies bactericidas por contato fisico

Recentemente, os avangos nas técnicas de nanofabricagcdo possibilitaram projetar e
fabricar superficies, com base na nanotopologia encontrada na natureza, conhecidas por
eliminar bactérias por contato. Essas superficies foram, até agora, fabricadas com materiais
como silicio, titdnio, polimeros, aco inoxidavel e vidro (LINKLATER et al., 2017). Algumas
dessas abordagens serdo detalhadas no presente trabalho.

Bhadra ef al. (2015) buscaram produzir nanopilares em superficies de titdnio que
imitavam a arquitetura superficial das asas da libélula através de um processo de ataque
hidrotérmico (hydrothermal etching process), consistindo na imersao de um material, no caso
titanio, em solucdo alcalina e submetido a altas temperaturas seguido de recozimento ou
calcinacdo para atingir caracteristicas morfologicas em nanoescala, podendo se manifestar de
varias formas dependendo das condi¢des precedentes utilizadas (HAYLES et al., 2021). Um
esquema do processo pode ser observado na Figura 3.38 onde a sigla HTE-Ti significa o
titanio ap6s o tratamento hidrotérmico. O objetivo de Bhadra et al. (2015) foi de produzir
superficies com propriedades bactericidas, mas de forma que, ainda assim, permita e amplie o
crescimento e proliferagdo de células eucariotas para a producao de implantes de titanio.

Os supracitados autores inicialmente imergiram amostras de titdnio comercialmente
puro em solugdo contendo 10 mols de hidroxido de potassio (KOH), em seguida, submeteram
a solucdo, com as amostras imersas, em uma autoclave a temperatura de 121°C e pressao de 7
a 10 MPa. As amostras passaram por tratamento térmico em forno com ar quente a 400°C por
3h. As propriedades bactericidas e bioldgicas das superficies foram avaliadas através de cepas
de Staphylococcus aureus (gram-positiva) e Pseudomonas aeruginosa (gram-negativa),

devido as suas importancias clinicas, e culturas de fibroblastos humanos primarios (pHF).
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Figura 3.38 — Processo de ataque hidrotérmico com solucio alcalina conferindo

propriedades bactericidas em superficies de titanio
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Fonte: HAYLES et al., 2021.

A proporcao de células vivas e células inativadas foi determinada utilizando as
substancias SYTO 9, um corante verde-fluorescente de acido nucleico permeavel as células,
tanto ativas quanto danificadas (TERMOFISHER, 2022), e iodeto de propidio (PI), um
corante de coloragdo avermelhada que s6 penetra em células danificadas e possui a
capacidade de excluir corante em células vivas (POLO, 2022; RIEGER, 2011), ou seja, as
células vivas terdo coloragao verde e as danificadas terdo coloracdao vermelha.

Saini et al. (2020), inspirados nas nanoestruturas desordenadas naturais com
capacidades bactericidas tanto de bactérias gram-positivas quanto gram-negativas, como as
presentes nas asas das libélulas, desenvolveram um processo rapido, escalavel e de baixo
custo para fabricar nanopiramides de silicio desordenadas densamente compactadas (SiNPs) e
suas propriedades de superficie foram caracterizadas usando microscopia eletronica de
varredura (MEV) e microscopia de forga atomica (MFA).

As SiNPs desordenados foram fabricadas através de uma técnica de ataque umido
anisotropico utilizando solucdo aquosa alcalina de hidroxido de potassio (KOH) como um
agente de ataque que foi continuamente agitada (~500 rpm) e aquecida a uma temperatura de
80°C. Em seguida, os substratos de silicio limpos foram mantidos na solu¢do céustica por
diferentes tempos para obter amostras com diferentes tamanhos e formato piramidal. A
obtenc¢do das nanoestruturas ocorre devido a diferenca nas taxas de ataque dos planos (100) e

(111) dos substratos de silicio. Apos o término do processo de texturizagdo, apresentado na
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Figura 3.39, as amostras foram completamente limpas com agua deionizada e secas em

atmosfera de gés nitrogénio.

Figura 3.39 — Sec¢do transversal das nanopiramides de silicio

Fonte: SAINI et al., 2020.

As propriedades bactericidas das SiNPs foram avaliadas contra bactérias Escherichia
coli (Gram-negativas) e Bacillus subtilis (Gram-positivas), comuns agentes de infecc¢des
hospitalares, a partir da inibi¢do do crescimento dessas, expresso como unidades de formacao
de coldonias por mililitro, comparado a superficie sem tratamento como uma amostra de
controle. Além disso, o antibidtico gentamicina foi utilizado como controle positivo, ou seja,
as superficies foram comparadas, também, com uma substancia que possui eficacia
amplamente conhecida. Os autores também compararam seus resultados com superficies
contendo nanofios de silicio (SiNW), outra estratégia promissora para a elaboracdo de
superficies bactericidas, mas que os mecanismos de atuacao fogem do escopo deste trabalho,
logo, nao foram aqui abordados.

Hu et al. (2017) apresentaram outro processo de fabricacdio de superficies
nanoestruturadas com nanopilares desordenados de baixo custo e escalavel para aplicagdes
industriais através da técnica de ataque quimico assistido por metal (MacEtch) utilizando

como substrato, tal como Saini et al. (2020), silicio monocristalino. Os agentes decapantes



80

utilizados foram 20 milimols de nitrato de prata, sal de prata formado por ions de prata (Ag")
e grupo nitrato [NO;] ", e 5 mols de 4cido fluoridrico (HF).

O mecanismo desta técnica consiste inicialmente na oxidagao da superficie de silicio
pelos ions de prata (Ag") resultando em vales na superficie e na formagdo de agrupamentos
dos atomos de prata nos vales criados. Em seguida, o silicio oxidado (SiAg,) (SAAL et al.,
2013) formado na interface é removido pelo acido fluoridrico. A medida que essas duas
etapas se alternam, a interface Ag-Si se propaga para dentro do substrato de silicio formando
os nanopilares na superficie.

O processo utilizado pelos supracitados autores consistiu em mergulhar a superficie
em solu¢do de 4cido sulfurico com perédxido de hidrogénio (H,SO,/H,0,) por 30 min a 100°C
para eliminar contaminantes organicos. Em seguida, a amostra de silicio foi mergulhada na
solucdo decapante de nitrato de prata e acido fluoridrico em diferentes quantidades de tempo
da ordem de minutos. Por fim, os agrupamentos de prata depositados na amostra de silicio
durante o MacEtch foram removidos por uma mistura de hidroxido de amonio e perdxido de
hidrogénio com uma propor¢ao de volume de 3:1. A Figura 3.40 apresenta uma superficie
tipica preparada pela técnica de MacEtch durante 6 minutos, sendo possivel observar a
distribuicdo aleatéria dos nanopilares. Os autores analisaram os efeitos do tempo de ataque na
morfologia dos nanopilares de silicio e nas propriedades bactericidas da superficie resultante

através de plaqueamento de Escherichia coli (gram-negativas).

Figura 3.40 — Nanoestruturas de silicio produzidas por 6 min com a técnica MacEtch

Fonte: HU et al., 2017.
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Hizal et al. (2017) desenvolveram nanoestruturas em substratos de aluminio visando
reduzir a adesdo bacteriana ¢ impedir a formagdo de biofilmes a partir de processos de
anodizagdo e ataque quimico.

A técnica de anodizacdo ¢ um tratamento em superficies metalicas, obtido por
eletroquimica, que promove o crescimento de uma fina e densa barreira de 6xido de espessura
uniforme, tendo como principais finalidades conferir resisténcia a abrasdo e corrosdo a um
custo relativamente baixo das pecas anodizadas (HUGHES et al., 2018). Além disso, a
anodizagdo, especialmente do aluminio, encontrou recentes aplicacdes nanotecnoldgicas
como a confeccao de superficies bactericidas aqui apresentadas feitas por Hizal et al. (2017)
ou como moldes para fabricagdo de nanodispositivos eletronicos (ASOH et al., 2001). No
caso das ligas de aluminio, quando anodizadas em certos eletrolitos acidos, produzem um
revestimento de oxido relativamente muito espesso, até¢ 100 vezes maior que o revestimento
convencional, contendo uma alta densidade de poros microscopicos (HUGHES et al., 2018).

Uma imagem da estrutura teérica da superficie do aluminio anodizada em solugdo
acida ¢ apresentada na Figura 3.41. Porém, apesar da estrutura tedrica dos nanoporos ser
ordenada, a geometria do 6xido de aluminio (alumina) poroso geralmente obtido estd longe do
modelo idealizado, resultando em estruturas relativamente desordenadas (ASOH et al., 2001),
mas isto ¢ particularmente interessante para a producdo das superficies bioinspiradas nas

estruturas desordenadas das libélulas.

Figura 3.41 — Estrutura idealizada do 0xido de aluminio poroso anddico

Célula

Fonte: Adaptado de ASOH et al., 2001.
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A Figura 3.42 apresenta o processo utilizado pelos supracitados autores para a
formacdo de sua superficie nanoestruturada. Inicialmente, as superficies de aluminio foram
completamente limpas e eletropolidas em solugdao de acido percldrico e etanol sob um
potencial aplicado de 20 V por 2 min para remover irregularidades da superficie. Em seguida,
para produzir uma superficie de aluminio nanoporosa (Figura 3.42a), as amostras foram
submersas em acido oxalico 0,3M (C,H,0,) a 7°C e anodizadas por 15 min a 45 V. Uma placa
de platina foi utilizada como o catodo neste processo de anodizagdo (HIZAL et al., 2017).

Os nanopilares foram obtidos apds o ataque quimico na superficie nanoporosa com
5% em peso de acido fosforico (H;PO,) a 30 °C em diferentes periodos, variando entre 15 a
55 minutos, de forma que a parede de cada célula se tornasse mais fina (Figura 3.42b) ao
ponto de se tornarem nanopilares individuais desconectadas (Figura 3.42c). Por fim, as
amostras foram lentamente secas por evaporacdo em atmosfera com N,. Durante a
evapora¢do, os nanopilares individuais foram agrupados em forma conica devido a forca
capilar (Figura 3.42d) que pode deformar micro/nanoestruturas (KIM et al., 2020).

As superficies produzidas a partir da anodizagdo do aluminio s3o inerentemente
hidrofilicas, e como, em geral, hidrofilicidade permite maior adesdo bacteriana, conforme
anteriormente discutido, os autores avaliaram, também, o efeito bactericida quando utilizado

revestimento nanométrico de politetrafluoretileno (PTFE), tornando a superficie hidrofobica.

Figura 3.42 — Esquematizacio do processo de formacao de nanopilares pelo processo de

anodizacio em meio acido
. c .
Ataque quimico para alargamento dos poros Secagem por evaporagao

Fonte: Adaptado de HIZAL et al., 2017.

A adesdo de Staphylococcus aureus (Gram-positiva) e Escherichia coli
(Gram-negativa) foi avaliada em superficies de aluminio, com e sem revestimento de PTFE,
planas (de controle), porosas e com os nanopilares sob condigdes estaticas e de fluxo (taxa de

cisalhamento do fluido igual a 37 s™'). As bactérias viaveis aderidas as superficies foram
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avaliadas a partir do ntimero de unidades formadoras de colonias (UFCs). Por fim, os
supracitados autores ressaltam que a anodizagdo eletroquimica ¢ uma técnica econdmica e
escalavel para criar nanoestruturas em substratos metalicos com curvaturas arbitrarias em uma

grande area de superficie.
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4 METODOLOGIA

A metodologia do presente trabalho consiste em um levantamento bibliografico na
literatura acerca de técnicas para producdao de superficies bactericidas bioinspiradas, os
materiais utilizados pelos autores e os processos de produ¢do adotados com o intuito de
realizar uma discussao a partir de uma analise comparativa da aplicagdo de cada técnica para a
exploracao espacial.

O fluxograma da Figura 4.1 apresenta as etapas para a elaboracdo deste trabalho.

Figura 4.1 — Etapas na elaboracio da metodologia do presente trabalho

Awvaliar a viabilidade do uso de superficies antimicrobianas para
aplicagdes espaciais a partir dos trabalhos de Jemison e Olabisi
(2020) e de Landry er al. (2020)

Levantamento bibliografico sobre o estado da arte de superficies
bioinspiradas aplicadas as mais diversas finalidades a partir da
busca, ordenada pela releviincia, do termo "bioinspired surfaces” no
Portal de Periodicos da CAPES

"bactericidal surfaces" na platatorma "Science Direct”, com filtro

-
Levantamento bibliografico consistindo em uma busca pelo termo
para aparecerem apenas os artigos de revisdo

Delimitar as abordagens que tém mais potencial para usos no espago J

~
Busca por rotas de sintese de superficies bactericidas definidas a

partir das referéncias presentes nos artigos de revisio e por
palavras-chave relacionadas na plataforma "Science Direct"

Fonte: Proprio autor.

Inicialmente, a viabilidade do uso de superficies antimicrobianas para aplicagdes

espaciais foi encontrada nos trabalhos de Jemison e Olabisi (2020) e de Landry et al. (2020),
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podendo ser aplicadas na proxima geragdo de estruturas espaciais. O interesse por utilizar o
conceito de bioinspiracdo foi devido as vantagens dessa abordagem na sintese e
processamento de materiais apresentadas na Secdo 3.5. Em seguida, foi realizado um
levantamento bibliografico sobre o estado da arte de superficies bioinspiradas aplicadas as
mais diversas finalidades a partir da busca, ordenada pela relevancia, do termo "bioinspired
surfaces" no Portal de Periddicos da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES). A partir desse levantamento, delimitaram-se as condigdes de contorno
para a pesquisa a ser realizada, buscando avaliar as potencialidades e limitagdes do uso de
superficies bactericidas bioinspiradas, conforme discutido na secdo 3.6.

Definindo o tema a ser explorado, foi realizado um novo levantamento bibliografico
consistindo em uma busca pelo termo "bactericidal surfaces" na plataforma "Science Direct",
com filtro para aparecerem apenas os artigos de revisdo. Em seguida, foram selecionados os
resultados das primeiras paginas da busca que apresentavam titulos que induziam a ideia de
que seriam abordadas estratégias para sintese de superficies bioinspiradas para, em seguida,
definir a utilidade do artigo para os propositos deste trabalho com base na andlise dos
resumos.

A partir da leitura dos artigos de revisdo que passaram na triagem proposta,
delimitaram-se as abordagens que tém mais potencial para usos no espago € assim criar mais
condi¢des de contorno ao trabalho. A literatura empregada foi obtida a partir das referéncias
de interesse presentes nos artigos de revisdo avaliados e por busca de palavras-chave
relacionadas na plataforma "Science Direct". O estudo dos artigos selecionados, encontrados
na plataforma de busca consultada, que contemplam as condi¢gdes de contorno estabelecidas
esta apresentada nas sec¢oes 3.6.1, 3.6.2 e 3.6.3 do levantamento bibliografico deste trabalho.
As abordagens bactericidas analisadas foram superficies com:

a) imobiliza¢do de peptideos antimicrobianos (PAMs);

b) imobiliza¢ao de Compostos Quaternarios de Amonio (CQAs);

¢) superficies nanoestruturadas inspiradas nas asas de libélulas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Tendo em vista as diferentes abordagens para a confecgao das superficies bactericidas
a partir dos trabalhos analisados, as diferentes escalas de tempo dos ensaios realizados, as
diferentes cepas bacterianas empregadas e as diversas formas de expressarem seus resultados,
torna-se inviavel comparar de forma quantitativa os resultados obtidos entre os autores. Sendo
assim, o presente trabalho busca apresentar cada um desses resultados e discutir as
potencialidades e limitagcdes das rotas de sintese empregadas e dos produtos sintetizados para

a industria espacial.

5.1 Revestimentos com imobilizacio de peptideos antimicrobianos

Haynie et al. (1995) produziram diversos peptideos antimicrobianos utilizando sua
estratégia de sintese em fase solida. Os peptideos na concentracdo de 12,5 a 37,5 mg por
mililitro de suspensdes bacterianas, utilizados no teste, reduziram o nimero de células de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus em quantidades iguais ou superiores a 10° unidades
quando comparadas a superficie de controle. Os resultados estdo expressos na Tabela 5.1,
onde as amostras iniciadas com a letra H foram anexadas a resina Pepsin K com EDA com
auxilio de hexametilenodiamina.

Os autores ressaltam que ndo foi observado nenhum peptideo lixiviado ou hidrolisado
da resina durante todo o tempo de realizagdo do ensaio, em torno de 300 minutos,
demonstrando boa estabilidade do revestimento. Porém, esse tempo ¢ infimo se comparado ao
periodo de meses ou at¢ mesmo anos que os peptideos precisam se manter estaveis, bem
como a maior quantidade de radiagdo ionizante que resultaria em cisdo da cadeia peptidica e
consequentemente perda de sua funcdo relativamente rapido. Portanto, novos ensaios durante
periodos mais extensos € em condigdes mais severas sdo necessarios para considerar a

estratégia dos supracitados autores pertinente para as aplicagdes espaciais aqui buscadas.



87

Tabela 5.1 — Sequéncias e atividades antimicrobianas de varios peptideos imobilizados

Peptideo imobilizado Sequéncia de aminoacidos* (C — N-terminal)
EO07LKK LKLLKKL
E14LKK LKLLKKLLKLLKKL
HI4LKK LKLLKKLLKLLKKL
E16KGL LKLLKKLLKLLKKLGK
H16KGL LKLLKKLLKLLKKLGK
E17KGG LKLLKKLLKLLKKLGGK
E18KGG LKLLKKLLKLLKKLGGGK
E16LKL KGLKKLLKLLKKLLKL
E10KKL LKKLLKKLKK
E12LLK LKKLLKKLKKLL
E14KKL LKKLLKKLKKLLKK
E23GIG magainina 2 SNMIEGVFAKGFKKASHLFKGIG

Fonte: Adaptado de HAYNIE et al., 1995.

* K - lisina; L - leucina; G - glicina; S - serina; N - asparagina; M - metionina; I - isoleucina; E - glutamato;
V - valina; F - fenilalanina; A - alanina; H - histidina; (CAMARA, 2011).

Steven e Hotchkiss (2007), ao realizar a imobilizacdo covalente do peptideo E/4LKK
em um filme de polietileno de baixa densidade a partir da oxidagdo de sua superficie € com
uso da molécula de PEG como ponte entre a superficie e o peptideo, determinaram que houve
um decréscimo da populacdo de Escherichia coli de 9,1+0,1 log(UFC/mL) para 5,9+0,3
log(UFC/mL), ou seja, uma redugdo de cerca de 99,94%. Porém, os autores ressaltam que “o
ensaio antimicrobiano foi realizado em meio de crescimento para fornecer uma situacao
comparavel ao crescimento de bactérias em alimentos liquidos de baixa viscosidade ou
materiais biologicos semelhantes” (STEVEN; HOTCHKISS, 2007, p. 2669, tradugao nossa).
Sendo assim, o procedimento ndo poderia ser aplicado a um contexto espacial sem futuros
testes. Além disso, tal como a metodologia de Haynie ef al. (1995) j& descrita, a influéncia da
radiagdo poderia ocasionar a perda da propriedade bactericida em fun¢do do tempo de forma

relativamente rapida.
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Gabriel et al. (2006), ao incorporarem o peptideo antimicrobiano LL37 na superficie
do titanio a partir do processo de silanizagdo, mostraram que as amostras contendo o peptideo
ligado a cisteina utilizando o espagador NHS-PEG-Mal (Figura 3.27(4)) foram as que
apresentaram maior atividade bactericida, enquanto as outras superficies ndo tiveram
diferencas significativas quando comparadas a superficie sem peptideos, como apresentado na
Figura 5.1 abaixo. A deteccdo das células danificadas foi feita utilizando o pigmento
fluorescente iodeto de propidio (PI) que adentra apenas nas células danificadas, ou seja,

quanto maior a intensidade de luz emitida maior a eficacia bactericida.

Figura 5.1 — Detec¢ao da atividade bactericida das superficies analisadas
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Ti-blanc Ti-LL37 Ti-Cys-LL37 THPEG-LL37  Ti-PEG-CyslL37

Fonte: Adaptado de GABRIEL et al., 2006.

Os supracitados autores utilizaram o titdnio como substrato, um material bastante
utilizado na industria aeroespacial, porém a estrutura do composto bactericida, devido a
grande diversidade de compostos presentes contendo ligagdes quimicas com grande variagao
de estabilidade, se torna sensivel a radiacdo presente no espago, o que poderia resultar em
perda de funcionalidade e na dispersdo de pequenas moléculas volateis derivadas desse
revestimento pelo ambiente. Sendo assim, a técnica apresenta um processo relativamente
simples, escaldvel e com aplicabilidade em superficies, porém seu tamanho se torna um fator
limitante para seu uso.

Faure et al. (2011), ao confeccionar filmes bactericidas incorporados em superficies de
aco inoxidavel a partir do processo de Layer by Layer (LbL), ndo relataram nenhuma perda de

atividade apds manter o substrato revestido com o filme em dgua por uma noite e fricciona-lo
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(30 movimentos) com uma esponja umida. Além disso, os autores enfatizam que o processo
de sintese utilizado ¢ relativamente simples, rapido e ambientalmente amigavel por ser
realizado em temperatura ambiente e ndo necessitar de reagentes considerados toxicos. Por
fim, Faure ef al. (2011) enfatizam que sua estratégia pode ser aplicada a outras biomoléculas e
superficies, ampliando consideravelmente seu escopo geral.

Mais experimentos para avaliar a viabilidade do processo de modificacdo superficial
nas condi¢cdes severas do espaco se fazem necessarias, j& que os ensaios para avaliar a
permanéncia do peptideo na superficie foram pensados para contextos hospitalares e
residenciais. Além disso, novos experimentos precisam ser realizados para abordar a
eficiéncia do revestimento contra uma variedade maior de microrganismos, em especial,
aqueles presentes em maior propor¢do nas estacdes espaciais atualmente. No entanto, a
versatilidade do processo apresentado ¢ um fator interessante para aplicagdes espaciais € por
se tratar de uma abordagem relativamente rapida e ambientalmente amigéavel para a confecgdo
de superficies metélicas, além de ndo ser relatado perda na atividade bactericida apo6s os
testes. Sendo assim, essa rota de confeccdo de superficies bactericidas para aplicacdes
espaciais possui potencialidades a serem exploradas em futuros estudos.

O Apéndice A apresenta um resumo das principais rotas de sintese abordada pelos
autores que utilizaram revestimentos com imobilizacdo de peptideos antimicrobianos, bem

como as potencialidades e limitacdes de cada rota aplicada ao ambiente espacial.

5.2 Revestimentos com imobilizacdo de Compostos Quaternarios de Amonio

Os dendrimeros sintetizados por Chen ef al. (2000) estao apresentados na Tabela 5.2.

Tabela 5.2 — Dendrimeros biocidas sintetizados por Chen et al. (2000) (Continua)

Nome ot Com‘primenAto .da A.I.lion n° de grupos Peso
cadeia carbonica  utilizado CQAs Molecular

DICINCI12 1 12 Cl 4 1593

D2CINC12 2 12 Cl 8 3324

D3CINCI12 3 12 Cl 16 6789

DA4CINCI12 4 12 Cl 32 13719

D5CINC12 5 12 Cl 64 27558
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Nome Geragiio Com.primenAto.da A.l.liOIl n° de grupos Peso
cadeia carbonica  utilizado CQAs Molecular

D2CINC16 2 16 Cl 8 3772
D3CINC16 3 16 Cl 16 7685
DA4CINC16 4 16 Cl 32 15511
D3CINCS8 3 8 Cl 16 5893
D3CINCI10 3 10 Cl 16 6341
D3CINC14 3 14 Cl 16 7237
D3BrNC14 3 14 Br 16 7949

Fonte: Adaptado de CHEN et al., 2000.

Ao analisar os dendrimeros com ramos de CQAs com cadeias de 12 carbonos,

permitem maior difusdo para dentro da parede bacteriana quando em contato.

Figura 5.2 — Efeitos da geracio dos dendrimeros com comprimento de 12 carbonos

Rel. Biolum.
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Tempo (minutos)

Fonte: Adaptado de CHEN et al., 2000.

*Triangulo, D3CINC12; retangulo, D2CINC12; diamante, D1CINC12;
circulo preenchido, D4CINC12; estrela DSCINC12

variando-se o nimero de geragdes, observou-se que os dendrimeros de quinta geragdo foram
0s que apresentaram maior atividade biocida, enquanto os de terceira geracao foram os menos
potentes como apresentado na Figura 5.2, sendo o provavel motivo, segundo os autores, que
dendrimeros de maior geragdo possuem maior densidade de ramificagcdes de CQAs por

unidade de area enquanto os de primeira e segunda geragdo, por terem menor peso molecular,
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Ao avaliar o efeito do comprimento da cadeia carbonica dos CQAs utilizando
dendrimeros de terceira geracdo com diferentes tamanhos de cadeia, os autores determinaram
que os biocidas dendriticos com cadeias C,, tendem a ser os mais eficazes, seguidos por
cadeias Cg e C,,, conforme apresentado na Figura 5.3 abaixo. Os resultados obtidos para o
tamanho de cadeia ideal dos CQAs para bactérias gram-negativas diferem dos obtidos por
Jiao et al. (2017) que eram de cadeias com 16 carbonos. Isso se deve, muito provavelmente,

pela diferente abordagem de sintese dos compostos bactericidas.

Figura 5.3 — Efeito do comprimento da cadeia carbonica dos CQAs contra E. coli
I ——
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0.1

0.01
D3ICINCS

0.001 DICINC10

Bioluminescéncia relativa

0.0001

0 300 600 900 1200 1500 1800
Tempo (s)

Fonte: Adaptado de CHEN et al., 2000

Por fim, os supracitados autores determinaram a influéncia do anion na eficacia dos
CQAs, apresentado na Figura 5.4. Para isso, os autores avaliaram os anions de cloro e bromo
em dendrimeros de terceira geracdo com ramificacdes contendo cadeias com 14 carbonos de
comprimento, onde é possivel observar que o ion de bromo (Br’) foi o que apresentou a maior
atividade bactericida. Sendo assim, pode-se concluir que o tipo de dendrimero ideal para atuar
como biocida contra bactérias gram-negativas seria aquele com maior quantidade possivel de
geracdes, contendo em suas ramificacdes cadeias de CQAs de 10 carbonos de comprimento e
presenca do anion de bromo.

Os autores, porém, avaliaram a eficicia de seus produtos em meio aquoso € sem
fixacdo destes em qualquer substrato. Além disso, o tempo dos ensaios realizados nao
compreende uma situacdo real do ambiente espacial e todos os resultados apresentados nas
Figuras 5.2, 5.3, 5.4 mostram curvas com concavidade voltada para cima, o que indica que a

taxa maxima de eliminagdo das bactérias acontece apenas alguns minutos do comeco do
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ensaio, o que se torna um forte indicativo da inviabilidade dessa estratégia para aplicagdes
espaciais.

Figura 5.4 — Efeitos do 4nion empregado nos CQAs
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Fonte: Adaptado de CHEN et al., 2000.

As duas séries de monomeros quaternarios de amonio sintetizados por Caillier et al.
(2009) foram avaliados contra cepas bacterianas de Pseudomonas aeruginosa (gram-negativa)
e Staphylococcus aureus (gram-positiva) e sua eficicia bactericida foi determinada a partir da
Concentracao Letal Minima (CLM), sendo assim, quanto menor a CLM, maior eficacia dos
monomeros. Os resultados obtidos pelos autores podem ser observados na Tabela 5.3, onde os
compostos benzilicos foram codificados como H'm'Bz e os outros compostos codificados
como H'mn. A interpretacdo das letras m e n pode ser encontrada na metodologia do presente
trabalho.

A partir do resultado apresentado pelos autores, pode-se concluir que o0 mondmero
H.11.12 ¢ o mais adequado a ser utilizado para a confec¢do de filmes poliméricos
bactericidas, tendo em vista que ¢ o mondmero, dentro dos analisados, que apresenta a menor
CLM, ou seja, que possui maior letalidade contra bactérias, tanto gram-positivas quanto
negativas. Porém, os autores ndo avaliam em seus estudos a influéncia do tempo na
degradacao dos compostos. Portanto, futuros estudos analisando a estabilidade em fun¢ao do
tempo se fazem necessarios para determinar as potencialidades desses filmes poliméricos a
longo prazo.

A aplicagdo de polimeros no contexto espacial necessita ser avaliada cuidadosamente
tendo em vista a ja mencionada presenga da radiacao ionizante que pode degradar as cadeias

moleculares, inativando sua capacidade bactericida e liberando compostos orgéanicos de
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menor peso molecular pelo ambiente fechado de um veiculo ou estacdo espacial, o que pode
afetar a saude da tripulagdo ¢ o desempenho da missdo. Portanto, futuros testes se fazem
necessarios para avaliar o conteido volatil desse material quando exposto ao agressivo

ambiente espacial.

Tabela 5.3 — Concentracao Letal Minima dos mondmeros sintetizados

Monémeros CLM (upmol L) P aeruginosa ~ CLM (umol L) S. aureus
H-2'Bz > 2000 > 2000
H-2:10 416,4 359,2
H-2-12 71,1 71,1
H2-14 114,1 231.,8
H-2:16 282,6 282,6
H-11-Bz 447 4 305,5
H-11-10 188,2 72,6
H-11-12 64,7 34,7
H-11-14 103,3 163,7
H-11'16 317,4 2738

Fonte: Adaptada de CAILLIER et al., 2009.

Gozzelino et al. (2011), ao sintetizar diferentes mondmeros quaternarios de amoénio
(MQAs), determinaram a influéncia de seus compostos na taxa de crescimento bacteriana e a
redugdo dessas quando comparadas a um grupo de controle sem qualquer MQA.

O efeito dos mondmeros suspensos em solugdo aquosa, com diferentes concentragdes,
na taxa de crescimento das cepas bacterianas em solu¢do de PBS pode ser observado na
Tabela 5.4, em que os valores das colunas das bactérias representam sua redugdo logaritmica
quando comparadas ao grupo de controle e os valores com o sinal de “maior que” estdo

abaixo do limite de deteccao de 20 UFC/ml.
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Tabela 5.4 — Efeitos do tamanho da cadeia alquilica e concentracio na reducao das

bactérias
Comprimento da  Concentracao Listeria Staphylococcus Escherichia
cadeia carbonica de MQA(mg/L) monocytogenes aureus coli
C2 20 0,09 + 0,04 0,6 0,1 0,02 +0,1
C2 50 0,30 + 0,08 0,62 + 0,06 0,11 £0,09
C2 100 0,47 £ 0,09 0,7+0,2 0,2+0,1
C8 20 >6,1 >5,9 59+0,8
C8 50 >6,1 >5,9 >6,5
C8 100 >6,1 >5.9 >6,5
Cleé 20 >6,0 >5,9 55+1,5
Cl16 50 >6,0 >5,9 59+0,9
Cl6 100 >6,0 >5,9 6,3+0,4

Fonte: Adaptado de GOZZELINO et al., 2011.

Os mondmeros com cadeia alquilica contendo 8 carbonos foram os que apresentaram
maior eficacia contra todas as espécies avaliadas, sendo que as concentragdes avaliadas nao
resultaram em diferencas significativas na eficacia. As cadeias contendo 16 carbonos tiveram
desempenho proximo as de 8, enquanto as cadeias de 2 carbonos apresentaram desempenho
muito inferior as demais.

Os resultados da eficacia bactericida da solu¢ao contendo os MQAs nas bactérias
aderidas a superficie de ago inoxidavel, durante 5 minutos, estdo apresentados na Figura 5.5,
onde ¢ possivel perceber que, tal como os resultados obtidos com bactérias em suspensdo, as
cadeias alquilicas com 8 carbonos mostraram maior efeito de inativacdo, mas as cadeias com
16 carbonos apresentaram o pior desempenho. O motivo dessa diferenga nos resultados, muito
provavelmente, se deve a formacao de biofilmes na superficie do aco inoxidavel que alteram o
comportamento e a resisténcia das bactérias frente a compostos bactericidas. Além disso, os

supracitados autores acrescentam que

As concentracdes de MQAs utilizadas nos testes de suspensao ndo foram capazes de
inativar os organismos quando aderidos a uma superficie de ago. Para obter uma
redugdo logaritmica significativa, foi necessaria uma concentragdo de 200 mg litro™
de MQAs (GOZZELINO et al., 2011, p. 2109, tradug@o nossa).
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Figura 5.5 — Inativacio de bactérias em superficies de aco inoxidavel
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Fonte: Adaptado de GOZZELINO et al., 2011.

A Figura 5.6 apresenta o resultado dos mondmeros copolimerizados em resina acrilica
formando um filme polimérico onde ¢ possivel perceber, tal como no ensaio da Figura 5.5,
que os MQA contendo a cadeia alquilica com 8 carbonos foram as que apresentaram maior
eficacia bactericida contra a solugdo bacteriana. Isso sugere que os MQA com comprimento
de 8 carbonos apresentam a maior eficicia quando os polimeros ou as bactérias estdo aderidas

na superficie, sendo esta a condi¢ao de maior interesse para o presente trabalho.

Figura 5.6 — Eficacia bactericida em monomeros copolimerizados em resina acrilica
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Fonte: Adaptado de GOZZELINO et al., 2011.

O intuito inicial dos supracitados autores seria utilizar esses compostos sintetizados
como potenciais componentes para embalagens de alimentos e assim aumentar a vida util
deles. Porém, muitas condi¢gdes ndo foram avaliadas para possiveis usos no contexto espacial,
dando destaque a incerteza se a resina utilizada pelos autores poderia suportar as condi¢des
extremas desse ambiente, ja que, como relembra Krishnamurthy (1995), os polimeros sao a
classe de materiais que apresenta maior sensibilidade a radiacdo, sendo assim, seu uso deve

ser avaliado com muita cautela em diversos testes ja amplamente padronizados. Além disso, a



96

busca pelo termo acrylate no Space Materials DataBase (SPACEMATDB, 2022) encontrou
apenas um termo similar com os compostos utilizados por Gozzelino et al. (2011), sendo um
indicativo da possivel inviabilidade técnica desse revestimento no contexto desejado.

O Apéndice B apresenta um resumo das principais rotas de sintese abordada pelos
autores que utilizaram revestimentos com imobilizacdo de CQAs, bem como as

potencialidades e limitacdes de cada rota aplicada ao ambiente espacial.
5.3 Superficies nanoestruturadas inspiradas nas asas de libélula
5.3.1 Modelagem da interacdo da parede bacteriana com superficies nanoestruturadas

Para estratégias bactericidas utilizando superficies nanoestruturadas, Li e Chen (2016)
procuraram pelos parametros ideais para seu modelo termodindmico proposto em termos da
menor variacdo de energia livre da célula bacteriana em uma superficie nanopadronizada. A
partir de calculos numéricos, eles determinaram o melhor valor para a largura da parte inferior
da bactéria quando em contato com superficie (r) e o angulo de contato da célula bacteriana
com a superficie nanopadronizada (), observados na Figura 3.36. Os resultados obtidos
podem ser observados na Figura 5.7, tendo em vista que o raio de cada nanopilar (R,) e o
espagamento entre eles (D,) foram de 40nm e 150nm, respectivamente. E possivel inferir que

a variacdo de energia livre tem o menor valor quando O esta entre 150° e 160° e r = 75nm.

Figura 5.7 — Variacio da energia livre em funcdo der e O
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Tendo os melhores valores r e O, os supracitados autores elaboraram um diagrama de
fase, apresentado na Figura 5.8, da atividade bactericida das superficies nanopadronizadas em
fun¢do de R, e D,, em que a eficacia foi avaliada em termos da intensidade do estiramento da
parede bacteriana devido aos nanopilares.

O diagrama ¢ separado em trés regides caracteristicas, na regido I ndo ha atividade
bactericida (delimitada pela linha branca pontilhada), a regido II apresenta a regido de
transi¢do, onde ha certa caracteristica bactericida até a regido III (delimitada pela linha preta),
onde o grau de estiramento se torna maior que 30% ja que, para os autores, o estiramento de
30% ¢ considerado um valor minimo para uma deformacdo localizada de alta intensidade e,

assim, desejada para sua superficie idealizada.

Figura 5.8 — Diagrama de fases da atividade bactericida em termos de R, e D,
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Fonte: Adaptado de LI; CHEN, 2016.

A partir desse diagrama, pode-se concluir, considerando as limita¢cdes do alcance
apresentado (100nm < D, < 250nm e Onm < R, < 50nm), que nanopilares com maior raio e
pequeno espagamento conferem maior atividade bactericida as superficies nanoestruturadas
no intervalo analisado.

A rede neural de Maleki ef al. (2020) foi alimentada com 177 resultados obtidos na
literatura, sendo que 124 foram utilizados para treinar a rede neural e os outros 53 para testar
e avaliar se o entendimento obtido pela rede estd de acordo com outros resultados

experimentais a partir dos parametros estatisticos ja descritos anteriormente.
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Os autores inicialmente determinaram que nanopilares com pontas mais afiadas
apresentam maior atividade bactericida devido a maior tensdo e, por consequéncia, maior
estiramento da parede bacteriana devido a menor area de contato disponivel. Em seguida, os
autores avaliaram a relacdo da razdo de aspecto, ou seja, a proporcao da altura pelo diametro
dos nanopilares, € o espacamento entre eles para determinar quais valores conferem a
superficie maior propriedade bactericida durante o intervalo de 24 horas para Escherichia coli
(Figura 5.9a) e 30 horas para a Pseudomonas aeruginosa (Figura 5.9b) e Staphylococcus
aureus (Figura 5.9c). As diferentes coloracdes do grafico expressam a intensidade da
atividade bactericida, sendo o vermelho a intensidade superior a 87,50%. Os resultados

obtidos pela rede neural estdo apresentados na Figura 5.9.

Figura 5.9 — Atividade dos nanopilares em funcio da razio de aspecto e espacamento
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Fonte: Adaptado de MALEKI et al., 2020.

Os melhores parametros determinados pela rede neural para cada espécie de bactéria
foram utilizados na modelagem da interacdo entre a bactéria e o nanopilar ideal. O resultado
do modelo ¢ apresentado na Figura 5.10, em que ¢ possivel perceber as regides na bactéria
onde ocorre maior deformacgdo, apresentando maiores tensdes que eventualmente provocam a
ruptura das células. E interessante observar que as regides de maior tensdo ndo estio na
interface com os nanopilares, mas nas extremidades da célula devido, provavelmente, ao
comportamento hidrodindmico da célula que foi considerado pelos autores na elaboragdo de

seu modelo.
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Figura 5.10 — Modelagem da interacio entre a bactéria e o nanopilar ideal
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Por fim, a partir dos resultados produzidos pela rede neural aqui apresentados, os autores

concluem que

A razdo de aspecto foi reconhecida como o pardmetro mais crucial para aumentar os
efeitos bactericidas contra as bactérias gram-negativas, enquanto o espagamento foi
considerado o pardmetro mais eficaz contra as espécies gram-positivas (MALEKI et

al., 2020, p. 13, tradug@o nossa).

Além disso, eles determinaram as regides formadas pela superposicao dos graficos da
Figura 5.9 que apresentaram uma eficacia bactericida de pelo menos 70% para as trés espécies
analisadas com interesse em guiar a confec¢do de superficies com nanopilares e um amplo

espectro de atividade. O gréfico esta apresentado na Figura 5.11.

Figura 5.11 — Regides com eficacia bactericida de pelo menos 70%
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5.3.2 Técnicas de nanofabricacdo de superficies bactericidas por contato fisico
Bhadra et al. (2015), utilizando microscopia confocal, conseguiram avaliar a eficacia
bactericida de suas superficies de titanio produzidas por ataque hidrotérmico. O resultado
pode ser observado na Figura 5.12 abaixo, ap6s um periodo de 18 horas de incubagdo, onde as

cores verde e vermelho representam as bactérias vivas ou mortas, respectivamente, conforme

descrito na metodologia do presente trabalho.

Figura 5.12 — Microscopia confocal apresentando a propor¢ao de bactérias vivas

"l

Staphylocoecus aureus Pseudomonas aeruginosa

Fonte: Adaptado de BHADRA et al., 2015.

A partir da Figura 5.12, pode-se concluir que uma fragdo das bactérias aderidas na
superficie nao foram neutralizadas, em especial as bactérias Staphylococcus aureus
(gram-positiva) que apresentaram uma taxa de sobrevivéncia de 80,2% devido,
principalmente, a maior rigidez de sua parede celular quando comparada a parede celular das
bactérias gram-negativas, como a Pseudomonas aeruginosa. O objetivo inicial dos autores era
desenvolver uma superficie com letalidade celular seletiva permitindo que células eucariotas
pudessem proliferar e, apesar de conseguirem alcancar o objetivo proposto, a letalidade dessa
superficie as bactérias se torna limitada se comparada a outras apresentadas ao longo deste
trabalho, logo, ndo poderia ser utilizada para os interesses aqui desejados. Porém, a estratégia
utilizada pelos autores, tendo em vista a relativa simplicidade, ser ambientalmente amigavel e
a possibilidade de utilizar substratos metalicos pode ser considerada em estudos posteriores
visando puramente a efic4cia biocida.

A eficacia bactericida das superficies com as nanopiramides de silicio desordenadas
densamente compactadas (SiNP) de Saini ef al. (2020) pode ser avaliada na Figura 5.13 para

as bactérias Escherichia coli (Figura 5.13a) e Bacillus subtilis (Figura 5.13b).
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Figura 5.13 — Atividade bactericida das superficies de SINP e SINW
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Fonte: Adaptado de SAINI et al., 2020.

A quantidade de UFCs nas superficies de controle, apds 48h, foi cerca de 120 x 10°
UFC/mL para a Escherichia coli ¢ 60 x 10° UFC/mL para a Bacillus subtilis. A superficie
contendo as SiNPs apresentaram uma taxa de inibi¢do crescente, alcancando o valor de 55%
apos 48h para as Escherichia coli. No caso das Bacillus subtilis, houve uma taxa maior de
inibi¢do de 75% apos 18h, seguida de uma reducdo na porcentagem de inibi¢ao para 63%. Em
ambos os casos, exceto pela Escherichia coli apdés 18h, os valores de inibi¢do alcangados
pelos nanofios de silicio (SINW) foram inferiores para a inibigao de ambas cepas bacterianas,
além disso, a eficacia inibidora de ambas as superficies foi maior para as bactérias
gram-positivas, representando uma conclusdo inesperada tendo em vista que a parede celular
gram-positiva, em geral, ¢ mais rigida devido a presenga de maior quantidade de
peptidoglicano, mas a diferenca de tamanho delas, segundo os autores, pode ser um dos
motivos dos resultados obtidos.

A utilizagdo da superficie produzida pelos supracitados autores se mostra promissora
para aplicagdes espaciais, porém mais estudos se fazem necessarios para determinar os
parametros que permitirdo aumentar a eficacia bactericida destas. Além disso, torna-se
necessario avaliar a aplicagdo desse tratamento superficial em substratos compostos de
materiais empregados na industria aeroespacial tais como aluminio ou titanio.

A técnica de ataque quimico assistido por metal (MacEtch) de Hu et al. (2017) foi
avaliada para ataques com duracdao de 2,5 min, 6 min ¢ 10 min. O resultado da inibi¢do do

crescimento das Escherichia coli pode ser observado na Figura 5.14 em que, segundo os

autores
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O nimero de bactérias sobreviventes para o controle aumentou em 3 ¢ 24 h devido
aos nutrientes restantes ¢ comegou a diminuir em 30 h de tempo de incubagdo
devido ao esgotamento dos nutrientes disponiveis (HU ef al. 2017; p. 2; traducdo
nossa).

Figura 5.14 — Inibi¢ao da proliferacio de E. coli em superficies tratadas pela MacEtch

= 5 T v T . Y . .
o

Q I controle

i [C—12.5 min

_54- 16 min 4
® B 10 min

5

S 3}k i
[

-

[%:]

g

S 2F

m

£

|

2

g 11

-

1]

3 X

: [

20

t=0 t=3 t=24 t=30
Tempo (h)

Fonte: Adaptado de HU et al., 2017.

A partir da Figura 5.14, pode-se perceber que o tratamento superficial durante 6
minutos foi o que apresentou a maior eficacia bactericida no geral, reduzindo a populagao
bacteriana pela metade em 3 horas e em mais de 3 vezes em 30 horas, além de apresentar o
menor desvio padrdo para esse ultimo intervalo. Por fim, os supracitados autores concluem
que os parametros Otimos para sua rota de sintese seriam o ja mencionado tratamento de 6
minutos com um espagamento médio entre os nanopilares de 220 nm e cerca de 100 nm de
raio.

As superficies apresentadas por Hu et al. (2017), tais como as de Saini et al. (2020), se
mostraram promissoras para aplicagdes espaciais. O baixo custo, a capacidade de ser um
processo escalavel e relativamente rapido de ser realizado, necessitando apenas de poucos
minutos, sdo diferenciais dessa rota para a producdo das superficies. Porém, a falta de
experimentos utilizando cepas gram-positivas traz algumas incertezas sobre a amplitude de
atuacao dessas superficies tendo em vista a diversidade morfologica e quimica das bactérias,

em especial, a constituicdo de sua parede celular. Sendo assim, mais estudos se fazem
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necessarios com diferentes espécies de bactérias ja presentes nas estagcdes espaciais, bem
como avaliar a aplicacdo da técnica de ataque quimico utilizada em diferentes substratos.

Por fim, os resultados obtidos para as superficies bactericidas de Hizal et al. (2017),
produzidas a partir de processos de anodizagdao e ataque quimico, podem ser observadas na
Figura 5.15 a partir da redu¢do do numero de colonias das bactérias gram-positivas
Staphylococcus aureus e gram-negativas Escherichia coli em condic¢des estaticas e em fluxo,
ou seja, sob uma taxa de cisalhamento provocada pelo fluido com e sem a presenga do
revestimento de PTFE que confere a essas superficies carater hidrofobico.

Conforme o esperado, para ambas bactérias em condigdes estaticas e em fluxo, a
tendéncia foi a redu¢do do numero de bactérias viaveis a se multiplicar apds o tratamento
superficial, além disso, em todos os casos, nao houve redugdo significativa entre a superficie
de controle e as superficies anodizadas de forma convencional, sem uso de ataque quimico
para produzir os nanopilares. Por fim, conclui-se que as superficies hidrofobicas apresentaram

melhor desempenho comparadas as hidrofilicas.

Figura 5.15 — Desempenho das superficies hidrofilicas e com revestimento hidrofébico
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A influéncia dos nanopilares, sob condi¢des estdticas sem revestimento hidrofobico,
resultou na reducdo de 88% e 92% das bactérias Staphylococcus aureus € Escherichia coli,
respectivamente, quando comparadas a superficie plana. Ja os nanopilares com revestimento
hidrofobico resultaram na reducdo de 98% e 99%, respectivamente, quando comparados a
mesma superficie plana hidrofilica. Em condi¢des de fluxo, a eficacia dos nanopilares foi
ainda maior devido, em especial, ao cisalhamento do fluido que pode levar ao desprendimento
das bactérias, bem como intensificar o processo de lise celular. Em comparagdo com a
superficie plana hidrofilica, a reducdo das bactérias na superficie com nanopilares
hidrofobicos sob fluxo foi de 99,9% e 99,4% para Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
respectivamente. Além disso, os autores sugerem que a presenca dos nanopilares, além de
promover o rompimento da parede celular, reduz a area superficial disponivel para a adesao
das bactérias.

Hizal et al. (2017) apresentou sua rota de sintese em substratos de aluminio, sendo
esse, conforme ja discutido, o principal material que compde os foguetes e as estacdes
espaciais, logo, de maior interesse para o presente trabalho. Tendo em vista os resultados
apresentados pelos autores, o revestimento hidrofobico de PTFE aumenta consideravelmente
a eficicia bactericida, além disso, segundo o Space Materials DataBase (SPACEMATDB;
2022), esse material possui excelente usabilidade para aplicagdes espaciais. Sendo assim, a
rota de sintese e a superficie com nanopilares hidrofébicos produzidos por Hizal et al. (2017)
apresenta grande potencial para ser empregado na proxima geragao de estagdes espaciais € nas
futuras missodes de exploragdo.

O Apéndice C apresenta um resumo das principais rotas de sintese abordada pelos
autores que utilizaram técnicas de nanofabricacdo de superficies bactericidas por contato
fisico bioinspiradas nas asas de libélulas, bem como as potencialidades e limitagdes de cada

rota aplicada ao ambiente espacial.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou diversas estratégias bioinspiradas para confec¢ao de
superficies bactericidas apds compreender o ambiente em uma estacdo espacial e sua
microecologia bacteriana utilizando, como referéncia, as estagdes atualmente em 6rbita, ISS e
Tiangong. Além disso, também foi analisado o crescente mercado do turismo espacial, com
potencial para, ainda neste século, permitir um fluxo humano constante entre a Terra e outros
corpos celestes e com isso o fluxo de diversos tipos de bactérias, muitas delas patogénicas.

Hé um grande interesse cientifico e tecnoldgico em superficies com a capacidade de
neutralizar bactérias, tendo em vista a grande amplitude de aplicacdes na saude, no
armazenamento de alimentos e, em especial, na industria aeroespacial, foco desse trabalho.
Portanto, tratamentos superficiais e técnicas de fabricagdo foram elaborados, e aqui avaliados
para aplicacdes espaciais, permitindo a criacdo delas de forma relativamente simples,
escalavel e de baixo custo, visando atender a diferentes aplicagdes. Dentre as estratégias
utilizadas para a confec¢do das superficies bactericidas, foram apresentadas as com
imobilizacao de peptideos antimicrobianos, compostos quaternarios de amonio e superficies
com nanoestruturas inspiradas nas asas de libélula.

A utilizagdo de peptideos antimicrobianos, apesar de consideraveis vantagens na
Terra, possui inviabilidade para ser aplicado acima da orbita terrestre devido a radia¢ao 1.000
vezes maior que no nivel do mar, o que provocaria a cisdo das cadeias organicas ao longo do
tempo. Além disso, esses peptideos possuem cadeias relativamente grandes formadas por
aminodcidos que precisam de uma conformagao especifica para atuar. A minima alteracao de
qualquer dos aminodcidos desses compostos devido a radiagdo resultaria na perda de funcao
em um estreito intervalo de tempo.

Os compostos quaternarios de amoOnio se mostraram mais promissores que 0s
peptideos antimicrobianos por se tratarem de moléculas organicas individuais ao invés de
polimeros de relativo alto peso molecular. Porém, ressalta-se que mais estudos se fazem
necessarios para desenvolver substratos para essas moléculas compativeis com um ambiente
de alta radiacdo ionizante. Além disso, o uso desses compostos promovem certa
genotoxicidade induzindo danos oxidativos no DNA de células de plantas e mamiferos, o que
poderia ser prejudicial para a satide da tripulagdo, principalmente por se tratar de um ambiente
confinado. Porém, tendo em vista que esses compostos permanecerao aderidos a superficie, a

viabilidade desses ainda pode ser possivel, desde que sejam aplicados em regides no qual ha
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pouco contato fisico com a pele humana, evitando, por exemplo, portas, hastes para equilibrio
e aparelhos de ginastica ou em sondas nao tripuladas para exploragao de outros planetas.

As superficies com nanoestruturas inspiradas nas asas de libélula foram as que
apresentaram as maiores potencialidades para usos na exploragdo espacial, em especial pela
estabilidade, j& que ndo se tratam de revestimentos, mas de modifica¢cdes nanoestruturais que
podem ser aplicadas nas superficies dos materiais que ja sdo utilizados no ambiente espacial.
O presente trabalho avaliou técnicas para producao de nanopilares em diversas superficies
metalicas, utilizando parametros diversos, com o intuito de neutralizar tanto bactérias
gram-positivas quanto gram-negativas. Em busca de compreender melhor a interagdo da
parede bacteriana com a superficie nanoestruturada, diversos modelos matematicos foram
elaborados, em especial, utilizando andlise termodindmica, redes neurais € métodos de
elementos finitos, € assim determinar o mecanismo de rompimento da parede bacteriana
resultando na morte celular e encontrar os pardmetros 6timos para a maior taxa bactericida de
uma ampla quantidade de espécies de interesse, tendo em vista a variabilidade morfologica e
quimica que possuem, com o intuito de contribuir para guiar o desenvolvimento de novas
nanoestruturas.

O avango tecnologico expande as fronteiras do conhecimento e a influéncia humana
para além da Terra através da exploragdo espacial. O envio de sondas a outros corpos celestes,
construgdo de novas estagdes espaciais e o surgimento do turismo espacial, um mercado em
ascensao que ja movimenta centenas de milhdes de dodlares todos os anos, fomentam uma
nova economia em constante crescimento, porém, a populagdo bacteriana que inerentemente
estard presente nesse fluxo crescente de pessoas e carga da Terra para o espago e vice-versa
possui potencial para provocar sérios problemas, como diversos riscos a saude de astronautas
e turistas, perigos de colonizacdo de outros corpos celestes ¢ o surgimento de novas
pandemias quando houver retorno de bactérias que sofreram mutagénese enquanto fora do
planeta.

A Dbioinspiragdo apresenta grande potencial para nortear o desenvolvimento
tecnologico, tendo em vista o excelente desempenho que muitos organismos vivos possuem,
devido a pressdo evolutiva, para sobreviver aos mais variados tipos de ambiente e sob as mais

variadas relagdes ecoldgicas.
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APENDICE A — Resumo dos revestimentos com imobilizacio de PAMs

Autores Rota de sintese Potenciais e Limitacdes no espaco
Sintese em fase s6lida (montagem de | Nao foi avaliada a estabilidade em
Haynie et | uma cadeia peptidica através de | longos periodos.
al. (1995) | reagdes sucessivas de derivados de
aminoacidos) Radiacao ionizante.
e . Alta eficacia bactericida.
Imobilizacdo covalente do peptideo a clicacla bactericida
antimicrobiano E14LKK em filme de . . . ~
Steven e ) 1 Ensaio realizado em situagdo
. PEBD através da oxidacdo de sua , .
Hotchkiss . . . .| comparavel ao crescimento de
superficie para criar grupos funcionais . . .
(2007) ~ . bactérias em alimentos liquidos.
adequados para reacdes quimicas
teri c e .
POSICTIOrTes Radiag@o ionizante.
Imobilizagdo covalente do peptideo
LL37 em superficies de titdnio através
Gabriel et do processo de silanizagdo | Substrato metalico.
al. (2006) (modificagdo superficial utilizando . o
' compostos de silica como ponte entre o | Radiag¢do ionizante.
substrato e moléculas com grupos
funcionais de interesse)
Sintese a partir do processo de Layer P,ropesso rglatlvamente glrr,lples,
. by Layer, uma técnica de producio de rapido e ambientalmente amigavel.
aure ef ’ . N
al. (2011) filmes finos via adsorcdo alternada de Necessidade de novos experimentos

materiais com cargas opostas que
interagem entre si

com maior diversidade de

microrganismos.
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APENDICE B — Resumo dos revestimentos com imobilizacdo de CQAs

Autores Rota de sintese Potenciais e Limitacoes no espaco
N , ~ . | Testes realizados em meio aquoso
Producao de dendrimeros de amonio sem fixacio em substratos
Chen et al. | quaternario a partir da ¢ '
(2000) funcionalizacdo de dendrimeros de . T
poli(propilenoimina) Taxa maxima de eliminagdo

alcancada em poucos minutos.

Caillier et

Sintese de compostos de amdnio com

Radiacdo ionizante pode degradar
as cadeias moleculares e liberar

al. (2009) | grupos acrilato polimerizaveis compostos organicos de menor peso
molecular.
Produgao de revestimentos . .
) 7 Incerteza se a resina acrilica
Gozzelino | bactericidas formados pela . )
L A utilizada  poderia  suportar  as
et al. fotopolimerizagdo de mondmeros . .
, . A condigdes extremas do ambiente
(2011) quaternarios de amoénio em substrato

de resina acrilica

espacial.
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APENDICE C — Resumo das técnicas de nanofabricagio bioinspiradas em libélulas

Autores Rota de sintese Potenciais e Limita¢des no espaco

Processo de ataque hidrotérmico
(imersdao do material em solugdo
alcalina e submetido a altas
temperaturas seguido de recozimento

Técnica relativamente simples e
ambientalmente amigavel.

Bhadra et L . ey o
al. (2015) ou calcinagao para atingir | Possibilidade de se utilizar
' caracteristicas ~ morfologicas  em | substratos metélicos.
nanoescala, que podem se manifestar ) )
de varias formas dependendo das | Baixa letalidade.
condig¢des precedentes utilizadas)
. L . Técnica promissora para aplicagd
Técnica de ataque umido anisotropico esecacicaaisp Oorésrilor?ef :s; tzp d:aril(;?z
.. utilizando solugdo aquosa alcalina de p - P .
Saini et | . . L. estudos para aumentar a letalidade
hidroxido de potassio (KOH) para .
al. (2020) dessas superficies € seu uso em

confeccdo de nanopiramides de silicio

materiais utilizados pela industria
desordenadas

aeroespacial.

Processo de baixo custo, escalavel
e relativamente rdpido de ser

Técnica de ataque quimico assistido | realizado.
Hu et al. | por metal utilizando nitrato de prata e
(2017) acido  fluoridrico como agentes
decapantes

Possibilidade de se utilizar
substratos metalicos.

Falta de experimentos utilizando
espécies gram-positivas.

' ' . Reducdo de 98% e 99% das
Tecnica de anodizagéo do aluminio em | bactérias Staphylococcus aureus e

Hizal et | solugdo acida com e sem revestimento | Escherichia coli
al. (2017) | hidrofobico de politetrafluoretileno em
condi¢des estaticas e de fluxo Aluminio ¢ o principal constituinte
das estruturas espaciais.
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