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RESUMO

Materiais poliméricos, como o poliestireno, sdo largamente usados como biomateriais,
tanto na area biomédica como na industria farmacéutica. Com a especializacdo do uso destes
biomateriais, relata-se um aumento significativo de doencas relacionadas a presenca de
biofilmes bacterianos na superficie destes materiais. Neste trabalho, placas de microtitulacéo
de poliestireno foram tratadas por imersdo em plasma-RF, na mistura padrdo N,/H,, a fim de
avaliar as modificacdes superficiais geradas, e a eficiéncia deste processo na adesdo e
crescimento de biofilme, produzido pela Staphylococcus epidermidis. A identificacdo de
espeécies atdbmicas e grupos funcionais incorporados a superficie do polimero pelo processo de
imersdo em plasma, foi realizada pelas técnicas de espectroscopia de fotoelétrons excitados
por raios X (XPS) e espectroscopia no infravermelho por refletancia total atenuada (ATR-IR).
Modificagdes na morfologia e rugosidade da superficie de PS foram avaliadas por
microscopia eletrénica de varredura (SEM) e microscopia de forca atbmica (AFM). A
hidrofilicidade da superficie foi analisada por medida de angulo de contato com agua (WCA).
Para avaliar a eficiéncia do tratamento em plasma no crescimento/aderéncia de biofilme
formado pela S. epidermidis foram realizados ensaios de antibiofilme bacteriano.

Modificagdes fisico-quimicas foram observadas na superficie das amostras por XPS,
onde foi constatado o aumento da porcentagem atémica relativa de N e a presenca de novas
ligagbes quimicas com o aumento do tempo de tratamento. Pela técnica de ATR-IR foi
possivel identificar a presenca de grupos amina e amida. As medidas de microscopia
revelaram uma mudanga na morfologia e uma reducdo da rugosidade superficial com o
aumento do tempo, e também verificado um aumento do carater hidrofilico na superficie por
WCA. Além disso, a partir de 60 min de tratamento foi alcancada uma alta supressdo de

adesdo de biofilme a superficie do polimero.
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ABSTRACT

Polymeric materials, such as polystyrene, are widely used as biomaterials, both in the
pharmaceutical industry and biomedical areas. With the use of more specialized biomaterials,
it is reported a significant increase of diseases related to the presence of bacterial biofilms
formation on the surface of these materials. In this work, polystyrene microtiter plates were
treated by RF plasma immersion, in a N,/H; standard gas mixture, in order to evaluate the
surface modifications and its effects on the adherence and growth of bacterial biofilms
produced by Staphylococcus epidermidis. The identification of atomic species and functional
groups incorporated into the polymer surface by plasma immersion process was carried out by
the techniques of X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), and attenuated total reflectance
infrared spectroscopy (ATR-IR). The changes in morphology and surface roughness of PS
were evaluated by scanning electron microscopy (SEM) and atomic force microscopy (AFM).
The hydrophilicity of the surface was analyzed by measuring the water contact angle (WCA).
Bacterial antibiofilm assays were carried out in order to evaluate the efficiency of plasma
treatment on the growth/adherence of the biofilm formed by S. epidermidis.

Physical-chemical modifications in the samples surface were found by XPS technique,
where an increase in amount of relative atomic percentage of N and the presence of new
chemical bonds was observed as a function of the treatment time. Through the ATR-IR
spectroscopy was possible to identify the presence of amine and amide groups. The SEM and
AFM measurements revealed changes in morphology and a reduction of the surface
roughness with increasing time. It is also observed a reduction in the WCA after plasma
treatment, indicating that PS surface becomes more hydrophilic. Antibacterial assays, shows
that after 60 min of treatment time was achieved a high suppression of biofilm adhesion in the

polymer surface.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

Durante a Ultima década, uma das grandes tendéncias mundiais na pesquisa de
biomateriais tem sido o0 uso de processos de engenharia de superficie a fim de modificar de
forma controlada a superficie destes materiais, objetivando controlar a resposta biologica do
corpo humano e melhorar a sua biocompatibilidade [1].

Para esse proposito, processos de tratamentos a plasma, como implantacdo idnica por
imersdo em plasma e imersao em plasma de descarga luminescente [2], tem sido amplamente
reconhecidos como técnicas capazes de modificar a camada superficial de dispositivos
biomédicos sem alterar sua propriedade de volume. Tais processos sdo aplicados a
dispositivos ou implantes para diagnostico e terapia, como lentes de contato, veias artificiais,
enxertos vasculares, cateteres, membranas de dialise, e material para reparacdo 6ssea conjunta
e de substituicao [3, 4].

Materiais poliméricos como poli(metil metacrilato) (PMMA) [5], poli(etilenoglicol)
(PEG) [6], politetrafluoretileno (PTFE) [7] e poliuretano (PU) [8], sdo comumente usados
nestas aplicacdes, devido a sua biocompatibilidade, boa resisténcia mecanica, excelente
elasticidade, estabilidade quimica e mecanica. Recentemente, o poliestireno (PS), tem atraido
a atencgdo devido a sua facilidade de processamento, e as propriedades diferenciadas como
transparéncia e baixa absorcdo de umidade além de ser um polimero de baixo custo [9, 10,
11]. Normalmente o PS é aplicado em biosensores, em placas de cultura de tecidos, entre
outros [12].

Evitar o crescimento de biofilmes de bactérias na superficie de biomateriais

poliméricos implantados em pacientes é um desafio para os pesquisadores. Este problema
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pode ser minimizado por tratamentos a plasma, que oferecem algumas vantagens, tais como a
ndo utilizacdo de solventes, a isencao de residuos quimicos, o baixo impacto ambiental e pode
ser aplicado a materiais de diferentes formatos [13].

A maioria das infeccdes hospitalares é causada pela Staphylococcus epidermidis. Em
1998 o sistema nacional de vigilancia hospitalar americano (Programa de Infecgdes
Hospitalares, Centro Nacional de Doencas Infecciosas, Centro de Controle e Prevencdo de
Doencas, do Servico de Saude Publica, EUA. Atlanta, GA, 1998) relatou a S. epidermidis
como um patdgeno bacteriano isolado em hospitais, como o mais importante envolvido em
infeccBes sanguineas hospitalares, bem como infec¢des cardiovasculares, em olhos, sistemas
auditivos e respiratorios. A S. epidermidis, muitas vezes torna-se um agente infectante em
pacientes (terapéutica imunossupressora, pacientes com AIDS e nascidos prematuramente),
onde a porta de entrada para o corpo humano em todas essas infeccdes é geralmente por
cateter intravascular [14, 15].

Dentro desse contexto, o objetivo deste trabalho é investigar o efeito do processo de
tratamento por imersdo em plasma em placas de microtitulagdo de PS como funcdo do tempo
de tratamento, avaliar as possiveis alteracfes superficiais e, além disso, a eficiéncia deste
tratamento na inibicdo de crescimento/adesdo de biofilme produzido pela bactéria
Staphylococcus epidermidis.

Para a caracterizacdo das amostras foram utilizadas as técnicas de: espectroscopia de
fotoelétrons excitados por raios X (XPS) e espectroscopia no infravermelho por refletancia
total atenuada (ATR-IR) para identificar os possiveis grupos funcionais presentes a superficie
do polimero devido ao processo de imersdo em plasma; microscopia de forca atbmica (AFM)
e microscopia eletrénica de varredura (SEM) para avaliar a rugosidade e a morfologia na
superficie do material; angulo de contato (WCA) para avaliar a hidrofilicidade da superficie.

Também foram realizados ensaios de antibiofilme bacteriano, para avaliar a eficiéncia do
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tratamento na inibicdo de crescimento/aderéncia do biofilme produzido pela bactéria S.
epidermidis e analise estatistica para comparar os resultados do ensaio de antibiofilme

bacteriano.
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CAPITULO 1

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biomateriais Poliméricos

Polimeros sdo amplamente usados como biomateriais em implantes e dispositivos
médicos. Um biomaterial é aquele utilizado em dispositivos biomédicos ou que esta em
contato com sistemas bioldgicos. E a parte de um sistema que trata, aumenta ou substitui
qualquer tecido, érgdo ou funcdo do corpo [16], além de aplicagBes ambientais [17]. Materiais
a base de polimeros sintéticos tem sido amplamente utilizados em dispositivos médicos como
cateteres, materiais para proteses, materiais dentarios, implantes, sistemas encapsulantes para
liberacdo de medicamentos, produtos de engenharia de tecido, ou seja, produtos para
regeneracdo de 6rgdos e tecidos vivos. A principal vantagem dos biomateriais poliméricos
comparada a de materiais metélicos ou cerdmicos é que esses sdo facilmente fabricados e
produzidos em diversos formatos (filmes, fibras, materiais tubulares, etc). Além disso,
apresentam facil processabilidade secundaria, baixo custo e disponibilidade com desejadas
propriedades mecanicas e fisicas especificas [17].

Apesar do seu uso extensivo na medicina, 0os materiais poliméricos possuem uma
baixa adesdo interfacial quando comparada a outros materiais. A compreensao de efeitos de
superficie neste caso é sem ddvida uma das solucGes para melhorar tal propriedade através da
modificagdo controlada da superficie, desde que nédo afete as principais funcGes do material,
passa a ser uma excelente opcdo. Assim, a biocompatibilidade destes materiais pode ser
melhorada através de mudancas em molhabilidade (hidrofilicidade), da incorporagdo de
grupos funcionais na superficie que ajudem a evitar, por exemplo, a trombogenicidade

(tendéncia de um material em contato com o sangue para produzir um trombo ou coagulo). Da



20

mesma forma, a incorporacdo de espécies moleculares na superficie pode promover ou

prevenir a adesdo de moléculas bioldgicas e células [4].

2.2 Tratamento a Plasma em Biomateriais Poliméricos

Ha cinquenta anos 0s primeiros pesquisadores comecaram a expor materiais
poliméricos a radiacdo ionizante e relatar a ocorréncia de ligagbes cruzadas, entre outros
efeitos [18]. A modificacdo da superficie de polimeros hidrofobicos em hidrofilicos ou vice
versa pode ser obtida por tratamento Umido (meio &cido ou basico), seco (plasma) ou
tratamento por radiacdo (ultravioleta ou laser) sem afetar suas propriedades estruturais [19].

Nos estudos de modificacdo superficial de polimeros tem-se identificado mudancas
quimicas na superficie destes materiais induzidos por radiacdo, incluindo reac@es envolvendo
gases reativos ou agua, também é mostrado que a irradiacdo com ions de certos elementos
resulta na incorporacdo de grupos funcionais de determinado elemento em concentragdes
significativas na estrutura superficial do material [18].

Na area biomédica, o tratamento a plasma tem sido usado na modificacdo de
biomateriais em varias aplicagdes incluindo dispositivos ou implantes para diagndstico e
terapia, tais como: lentes de contato, veias artificiais, enxertos vasculares, cateteres,
membranas de dialise, e material para reparacdo 6ssea conjunta e de substituicdo. O processo
a plasma é um importante processo industrial para a modificacdo da superficie de polimeros.
As vantagens do processo a plasma incluem [20]:

v Modificacdo controlada da camada superficial;

v" A modificacdo quimica superficial dependente do gas utilizado;

v' O uso do processo a plasma pode evitar problemas encontrados em técnicas de

quimica Umida, tais como a presenca de solvente residual na superficie;
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v Modificacdo superficial uniforme sobre toda a superficie exposta ao plasma.

Basicamente, entende-se por plasma um fluido parcialmente ionizado (mistura de
elétrons, atomos e moléculas neutras e ionizadas). O plasma é produzido quando um gas é
excitado em seus estados energéticos, seja por radiofrequéncia (RF), microondas, por uma
descarga de elétrons de um filamento aquecido, entre outros. Neste processo ocorre a
separacdo de elétrons ligados aos atomos ou moléculas do gas formando uma mistura
eletricamente carregada.

A capacidade de geracdo de ions estd relacionada ao que chamamos de energia de
ionizacdo. Esta energia varia de acordo com cada elemento quimico, seu valor se refere a
energia necessaria para arrancar elétrons das camadas eletrdnicas mais externas dos atomos,
ou seja, é a energia suficiente dada aos elétrons para escaparem do campo de forca gerado
pelos &tomos. Assim, um fluido parcialmente ionizado pode ser afetado por campos elétricos
ou magnéticos externos a ele podendo produzir correntes elétricas. Deste modo, os portadores
de carga (elétrons e ions) podem ser acelerados adquirindo energia suficiente para causar
novas ionizagoes (colisdes), produzindo um importante efeito de grupo. Este efeito constitui a
principal caracteristica do plasma ajudando a manutencao da descarga [2].

Dentre os diferentes processos de tratamento a plasma usados em biomateriais
destacam-se o tratamento com descarga corona, a implantacao iGnica por imersdo em plasma
(PIIN) e a imersdo em plasma de descarga luminescente. A descarga corona pode ser
considerada como uma descarga Townsend® ou uma descarga luminescente negativa
dependendo do campo de distribuicdo de potencial, a Figura 1 ilustra o esquema de um

sistema de descarga corona.

! Descarga Townsend é um processo de ionizacdo do gas que, quando uma quantidade inicialmente muito
pequena de elétrons livres é acelerada por um campo elétrico suficientemente forte, da origem a conducéo
elétrica através de um gas por multiplicacdo: quando o nimero de descargas livres cai ou 0 campo elétrico
diminui, o fenbmeno cessa.
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Figura 1. Esquema de uma fonte de plasma de descarga corona, adaptado da referéncia [2].

O processo de implantacdo idnica por imersdao em plasma (PIIl) ndo exige sistemas
complexos de varredura, como ocorre em sistemas convencionais com feixe de ions,
garantindo uma implantac¢do uniforme com o tempo de tratamento independente do tamanho
das amostras. Além disso, 0 processo € relativamente simples, sendo possivel no mesmo
processo a implantacdo de diversas amostras de diferentes materiais [2].

A imersdo em plasma de descarga luminescente € o processo pelo qual um atomo ou
uma molécula ganha energia suficiente, a partir de uma fonte de excitacdo externa ou através

da interacdo (colisdo) com outra molécula, para gerar uma descarga luminescente [2].

2.3 Poliestireno

2.3.1 Caracteristicas e Relevancia Tecnoldgica

O poliestireno é um termoplastico rigido, duro, incolor e transparente, semelhante ao
vidro. A sua transparéncia é devido a baixa cristalinidade e ela permite a transmissdo de 90 %
da luz visivel. Este material tem um som tipicamente metalico quando deixado cair sobre uma
superficie dura. Possui uma excelente resisténcia ao ataque quimico por acidos fortes e alcalis.

E insoltvel em hidrocarbonetos alifaticos e nos alcoois inferiores. E, no entanto, soltvel em
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ésteres, hidrocarbonetos aromaticos, alcoois superiores e hidrocarbonetos clorados. Séo faceis
de trabalhar e altamente resistentes ao calor (0s tipos mais resistentes ao calor sdo os de alta

massa molar media), na tabela 1 cita-se algumas de suas propriedades [21].

Tabela 1: Algumas propriedades basicas de Poliestireno [21]

Propriedades

Massa Molar (g/mol) 150.000 — 400.000
Densidade (g/cm?®) 1,05 - 1,07
indice de Fluidez (g/10min) 1-30
indice de Refracio 1,59
Temperatura de Transicéo Vitrea - Ty (°C) 100
Temperatura de Fusédo - Tr, (°C) 235
Temperatura de Amolecimento (°C) 85-95
Tens&o na Ruptura (MPa) 28 - 53
Constante Dielétrica 2,45 -2,70

Este termoplastico € formado pela polimerizagdo do mondmero de estireno. Sua
composicdo quimica tipica do monémero é de CgHs, e densidade média de p = 1,06 glem®,

possuindo a estrutura basica conforme mostrada na Figura 2.

—(CH-CH,—

H

Figura 2. Estrutura Basica de Poliestireno (mondmero) [22].
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O poliestireno pode ser classificado em trés tipos: PS cristal, que € um homopolimero
amorfo, duro, com brilho e elevado indice de refracdo podendo receber aditivos lubrificantes
para facilitar seu processamento; PS de alto impacto, no qual contém de 5 a 10% de
elastbmero, que é incorporado através de mistura mecénica ou diretamente no processo de
polimerizacdo, através de enxerto na cadeia polimérica; e PS expandido, que é espuma semi-
rigida, polimerizado na presenca do agente quimico expansor ou entdo o mesmo pode ser
adicionado posteriormente, o material € entdo aquecido e 0 agente quimico expansor se
volatiliza gerando as células no material [21]. O poliestireno é um polimero de crescimento de
cadeia, fabricado por reacdo em cadeia, adicdo de monémeros no final de uma cadeia em
crescimento [23].

Como biomanterial o PS normalmente € usado em biosensores e em placas de cultura
de tecidos. Também é a principal matéria-prima para a fabricacdo de diversos utilitarios,
como na industria elétrica e eletronica, devido sua elevada constante dielétrica, na industria
farmacéutica, na confeccdo de itens reciclaveis, e em sua forma expandida € um excelente
isolante térmico. Uma de suas grandes aplicagdes € na industria de embalagens de alimentos,
devido a baixa ocorréncia de migracdo de monémeros residuais, influenciadores de gosto e

odor [21].

2.3.2 Modificacdo da Superficie de Poliestireno por Plasma

Trabalhos recentes envolvendo o tratamento superficial de poliestireno, utilizando
como processo a imersdo em plasma em descarga luminescente, identificaram diferentes
alteracdes quimicas superficiais como funcdo dos gases de tratamento. Resultando, na
incorporacdo de diferentes grupos funcionais na superficie do poliestireno com importantes

alteracdes na hidrofilicidade do material.
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Petrat et al. (1994) estudaram a modificacdo da superficie do poliestireno por
tratamento a plasma de microondas com nitrogénio e avaliaram a modificacdo na superficie in
situ por ToF-SIMS/XPS, onde verificaram a formacao de grupos amina, imina e nitrilo [24].

Ja Paynter (1998) estudou a modificacdo da superficie do poliestireno exposta ao
plasma de radiofreqiiéncia contendo uma mistura de oxigénio e nitrogénio, onde avaliou a
incorporacdo de grupos funcionais por analise de espectroscopia de fotoelétrons excitados por
raios X (XPS) e analisou a hidrofilicidade da superficie por medidas de angulo de contato
com agua. Verificou-se que o oxigénio e o nitrogénio, neste tratamento, tem a tendéncia de
associar-se aos atomos de carbono, formando grupos funcionais amida e que a hidrofilicidade
da superficie esta correlacionada com a fracdo de atomos eletronegativos incorporados na
superficie do poliestireno [25].

Guruvenket et al. (2004) em seu trabalho, modificou a superficie do poliestireno por
tratamento a plasma de microondas usando argdnio e oxigénio, e avaliou as modificacdes
superficiais por medida de angulo de contato e por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier. Relataram que o angulo de contato diminuiu tanto com as amostras
tratadas com argdnio, como com as tratadas com oxigénio, indicando um aumento no carater
hidrofilico do material. Quanto a andlise de espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier, as amostras tratadas com plasma de argdnio apresentaram absorgéo
de umidade, pois as mesmas ficaram expostas a atmosfera apds o tratamento e absorveram
umidade do ambiente. J& as amostras tratadas com plasma de oxigénio, apresentaram uma
modificacéo superficial com diferentes grupos (carbonil, carboxil, éter, peroxido, etc.) [19].

Mais recentemente, Vesel (2010) modificou a superficie do poliestireno com plasma
de oxigénio altamente reativo e investigou as mudancas na superficie do polimero por analise
de espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS), microscopia de forca atdbmica

(AFM) e medida de angulo de contato com agua (WCA). Constatou que com o aumento do
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tempo de tratamento em plasma de oxigénio reativo houve uma diminuicdo do angulo de
contato, devido a incorporacdo de grupos polares na superficie do polimero, aumento da
rugosidade, entre outros fatores; quanto a medida de XPS em 288, 5 eV surgiu uma ligacdo O
C-OR de uma carboxila e/ou éster. Observou que ao contrario de muitos outros polimeros,
uma concentracdo relativamente elevada de carbonato, grupo funcional O-CO-O-, foi
observado na superficie do polimero. A formacéo desses grupos funcionais pode ser atribuida
as reacdes nos anéis aromaticos, esses grupos funcionais sdo relativamente estaveis na

superficie do poliestireno [26].

2.4 Crescimento de Biofilmes

Biofilmes podem ser definidos como comunidades de microrganismos agregados em
uma superficie [27]. H& varias teorias propostas para a formacdo de biofilmes, entre estas,
duas séo consideradas as mais fundamentais. A primeira teoria foi descrita por Marshall, et al.
(1971) [28], onde se destaca que a adesdo de microrganismos a uma superficie € um processo
que ocorre em duas fases. Na primeira, basicamente o processo € ainda reversivel em funcéao
do processo de adesdo do microrganismo ocorrer por forca de Van der Waals e atracéo
eletrostatica. Na segunda fase, ocorre uma interacéo fisica da celula com a superficie por meio
de um material extracelular de natureza polissacaridea ou protéica, produzida pela bactéria,
que € denominada matriz de glicocalix, que suporta a formacao de biofilmes. O glicocalix
[29] é definido como um material situado no exterior da célula contendo polissacarideos®. Ele

é produzido [17] ap0s o processo inicial de adesdo superficial, e fornece condic¢des de adesédo

2 Polissacarideo é qualquer macromolécula que consiste de agucares simples (glicose) residuos unidos por
ligacGes glicosidicas.
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ao peptideoglicano® da parte externa das bactérias gram-positivas e da parte interna das gram-
negativas.
As bactérias sao comumente classificadas como Gram (+) tais como S. epidermidis
que apresenta uma parede celular externa com varias camadas de peptidoglicano até 25, e
- , s = - s = « s. 4 -
polissacarideos acidos, denominados &cidos teicoicos”, sobre a membrana celular interna, que
pode conter canais iGnicos receptores de proteinas, e Gram (-) como a E. coli que apresenta
s . . . 5
uma Unica camada de peptidoglicano entre duas camadas de periplasma® e um

lipopolissacarideo® e proteinas na camada externa [17].

As caracteristicas da superficie do envelope celular das bactérias geralmente
contribuem para o processo de adesdo (Figura 3). As bactérias podem ser classificadas
dependendo da forma da célula (por exemplo, cocos esféricos, como a S. epidermidis e
bacilos cilindricos, como a E. coli) e possuem aproximadamente 1 um de comprimento ou
didmetro. Estas formas estdo correlacionados com o tipo de proteinas do citoesqueleto
expressa em cada espécie bem como variagdes genotipicas que definem as chamadas cepas

dentro de cada espécie [17].

? Peptideoglicano é um heteropolimero que é encontrado na parede celular da maioria das bactérias, e também
esta presente no cortex dos endésporos bacterianos, peptidoglicano é o principal componente responsavel pela
resisténcia mecanica da parede celular e para manter a forma da célula.

* Acidos teicdicos sdo polimeros que geralmente consistem de fosfato de glicerol ou fosfato de ribitol (ou
raramente fosfato de manitol) substituido amplamente com aminoécidos e/ou agUcares, estd presente no
envoltdrio celular da maioria das bactérias gram-positivas.

> Periplasma regido semelhante a um gel situada entre a superficie externa da membrana citoplasmética e a
superficie interna da camada lipopolissacaridica de bactérias gram-negativas.

® Lipopolissacarideo é qualquer polissacarideo contendo lipidios, no entanto, "lipopolissacarideo™ o termo é
comumente usado para se referir ao componente endotdxico da membrana externa das bactérias gram-negativas.
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Figura 3. Imagem ilustrativa das caracteristicas da superficie do envoltorio celular das

bactérias, adaptado da referéncia [17].

A segunda teoria sugere a formacéo de biofilmes em cinco etapas: i) condicionamento
da superficie pela adsor¢do de material organico; ii) transportes de células e nutrientes para o
sitio de aderéncia; iii) inicia-se o processo de adesdo bacteriana, ainda reversivel, por atracdo
eletrostatica; iv) crescimento celular, colonizacdo e adesdo irreversivel; e v) apresentacdo do
biofilme em alta atividade metabolica [20, 30].

Os mecanismos moleculares que regulam a formacdo de biofilme variam muito entre
as diferentes espécies e até mesmo variam entre diferentes cepas da mesma espécie. No
entanto, algumas caracteristicas sdo reconhecidas como caracteristicas gerais da formagéo de
biofilme. Por exemplo, todos os biofilmes contém uma matriz extracelular que mantém as
células unidas. Essa matriz é geralmente composta de um biopolimero de polissacarideo

juntamente com outros componentes, como proteinas ou DNA [31].
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2.4.1 Staphylococcus epidermidis

A S. espidermidis € uma bactéria esférica, gram-positiva com cerca de 1 um de
diametro. As cepas bacterianas sdo muito comuns na pele, onde podem representar 90% da
flora normal, geralmente sdo patogénicas somente quando a barreira cutdnea é rompida ou
invadida por procedimentos médicos, como a insercao e remocdo de cateteres. S. espidermidis
sdo organismos aerdbios e altamente hidrofdbicos [32, 33].

Mack (1999) [34] estudou o mecanismo molecular da formacdo de biofilme da
bactéria S. epidermidis. Nesse processo, identificou diferentes estagios de desenvolvimento de
biofilmes na superficie de polimeros: no primeiro ocorreu a ligagdo primaria por interacéo
hidrofébica; no segundo houve a adesdo polissacaridea celular; no terceiro o acumulo de
bactérias; quarto estagio adesdo intercelular polissacaridea; e quinto estdgio acumulo de
proteinas associadas (acumulagdo de biofime em multicamadas).

Vuong et al. (2002) [14] investigaram a formacdo do biofilme produzido pela S.
epidermidis sobre um substrato polimérico de poliestireno, o seu modelo de formacdo e 0s

fatores envolvidos estdo representados na Figura 4.
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Figura 4. Modelo da formacéo de biofilme S. epidermidis e fatores envolvidos, adaptado da

referéncia [14].

Otto (2009) [35] fez um estudo de revisdo dos mecanismos de formacdo de biofilme
da bactéria S. epidermidis onde a adesdo do biofilme bacteriano ao polimero depende da
hidrofobicidade da superficie. Apés a aderéncia a superficie, exopolissacarideo’, proteinas e
acidos teicdicos ajudam na agregacao intercelular. Os mecanismos de maturacdo do biofilme,
estruturacdo e desprendimento sdo mal compreendidos, mas possivelmente envolvem
deteccdo controlada de peptideos® e atividade proteolitica’ em camadas expostas do biofilme.
A expressdo génica'® é diferente em comparacdo com o biofilme no modo de crescimento

planctonico™ e inclui regulagdo baixa dos processos celulares bésicos.

" Exopolissacarideos sdo definidos como polissacarideos extracelulares, produzidos por alguns fungos e
bactérias. Dependendo do sistema microbiano, alguns exopolissacarideos formam capsulas ao redor da célula,
enquanto outros formam limos fora da parede celular.
® Peptideos sdo compostos resultantes da unido entre dois ou mais aminoécidos. Esta unido se da entre o grupo
carboxila de um amino4cido com o grupo amina do outro aminoécido, ocorrendo liberacdo de uma molécula de
agua.
9 P sy - e e ’

Atividade proteolitica encarrega-se de dividir as proteinas.
19 Expressdo génica é o processo pelo qual a informagéo hereditaria contida em um gene, tal como a sequéncia
de DNA, é processada em um produto génico funcional, tal como proteinas ou RNA.
1 Crescimento plancténico - Plancténico corresponde ao estado em que as células estdo sozinhas, ou seja, ndo
estdo em grupo.
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Anteriormente considerado como um microrganismo inécuo sobre a pele humana,
Staphylococcus epidermidis é agora visto como um importante patégeno oportunista. A S.
epidermidis juntamente com a S. aureus ocupam o primeiro lugar entre os agentes causadores
de infeccdes hospitalares. Em particular, S. epidermidis representa a fonte mais comum de
infeccdes em implantes médicos. 1sso provavelmente decorre do fato de que S. epidermidis é
um colonizador permanente na pele humana, e o resultado da alta probabilidade de
contaminacdo durante a insercdo de um dispositivo, colonizando membranas e mucosas do
corpo humano [14]. Embora infec¢bes causadas por S. epidermidis raramente evoluiu para
doencas potencialmente fatais, a sua frequéncia e o fato de que eles sdo extremamente dificeis
de tratar, representa um sério problema para o sistema publico de salde. O tratamento €
complicado pela presenca de determinados genes de resisténcia a antibioticos e a formacéao de
biofilmes, que sdo aglomeracdes multicelulares que tem resisténcia a antibidticos, e 0s
mecanismos de defesa do hospedeiro [30].

Neste trabalho, avaliou-se a influéncia do tratamento a plasma da superficie de

amostras de poliestireno na formacao de biofilmes produzidos pela bactéria S. epidermidis.
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CAPITULO III

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Neste trabalho foram utilizadas como amostras placas de microtitulacdo comerciais de
poliestireno (PS) com 96 pogos de fundo plano (Costar 3599) obtidas da Corning, Inc. (NY,
E.U.A.). Segundo o fabricante, estas placas sdo de superficie modificada usando descarga
corona — enxerto de ions de oxigénio altamente energéticos na superficie do PS. A bactéria
Staphylococcus epidermidis ATCC35984 foi usada como modelo de biofilme bacteriano

patdgeno gram-positivo.

3.2 Imersdo em Plasma de Descarga Luminescente

A modificacdo da superficie das amostras foi realizada em uma camara de nitretacéo a
plasma, disponivel no Laboratério de Engenharia de Superficies e de Tratamentos Térmicos
(LESTT) da Universidade de Caxias do Sul. A Figura 5 (a) mostra um esquema da camara de
reacao utilizada no processo de preparacao das amostras, e em detalhe, na Figura 5 (b) uma

amostra em processamento.
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Figura 5. (a) Esquema da camara utilizada para o processo de imersdo em plasma e (b) em
detalhe eletrodo e amostra em processo de imersdo a plasma.

As placas de PS com 96 pocos foram inseridas na camara de reacdo sobre o eletrodo
de aco inoxidavel e posteriormente evacuada até uma pressao de 4x10 mbar. Em seguida, a
camara foi pressurizada a 1,3 mbar com o gas de tratamento escolhido, uma mistura de N,/H,
na proporcdo 24 % : 76 % de alta pureza (99,999 %). Para gerar o plasma, uma fonte de
radiofrequéncia (RF) de 13,56 MHz foi usada aplicando uma densidade de poténcia de 0,44
Wem™ sobre a amostra, onde a densidade de poténcia refletida foi inferior a 0,007 Wem™ em
todos os tratamentos. Apo6s o tratamento, as amostras foram retiradas da cadmara de reacdo e
imediatamente seladas em uma embalagem estéril, ndo sendo abertas até a caracterizacdo da
superficie e/ou ensaio de antibiofilme. O efeito da modificacdo da superficie por plasma RF
foi investigado como uma funcgédo do tempo de tratamento (5, 15, 30, 60 e 120 min), mantendo
todos os demais pardmetros do processo constantes. A temperatura de tratamento foi mantida
sempre abaixo da temperatura de amolecimento de PS. Além do conjunto de amostras tratadas
em plasma outro conjunto de amostras foi preparado somente com fluxo da mistura de gas
N./H, sem a descarga luminescente. Tais amostras foram utilizadas como amostras controle
em ensaios de biofilme bacteriano. A Figura 6 apresenta um esquema da preparacdo das

amostras.



- Controle

» 5 min

» 15 min
» 30 min
» 60 min
» 120 min

!

34

! Tratadas
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Figura 6. Esquema da preparagao das amostras.
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3.3 Técnicas de Caracterizagéo

3.3.1 Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por Raios X (XPS)

A espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS), também conhecida por
espectroscopia de elétrons para analise quimica (ESCA) é uma técnica bastante usada para
determinar a composicdo quimica de superficies. Nessa técnica, a amostra € inserida em um
ambiente de ultra alto vacuo (UHV, entre 10 e 102 mbar), e entdo irradiada com fétons na
faixa dos raios X [36]. Esses raios X incidentes arrancam elétrons de niveis mais internos dos
atomos superficiais da amostra através do efeito fotoelétrico, conforme representado na

Figura 7.
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Figura 7. llustracéo do efeito fotoelétrico adaptado da referéncia [36].

Os elétrons (fotoeletrons) emitidos da superficie da amostra séo analisados por um
analisador hemisférico, que os separa em energia para serem contados posteriormente em um

detector tipo Channeltron®. Uma representacdo do esquema experimental é mostrada na
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Figura 8 (a) e uma imagem do equipamento usado, na Figura 8 (b) [36]. A energia dos
fotoelétrons esta relacionada com o atomo emissor e com o0 ambiente quimico desse atomo na
amostra, ja a quantidade de fotoelétrons é relacionada a concentracdo do atomo emissor na
amostra. Se 0s elementos presentes na amostra estiverem em concentracdes atdmicas iguais
ou superiores a 1% é possivel utilizar essa técnica para identifica-los, com excecdo de H e He

para 0s quais a secdo de choque de ionizacdo com raios X é muito pequena.

analisador eletrostatico

channelf: -

fonte de

Fonte de raios X FRI0S=X

hemisfénicas

sE
fonte de lons

(@) (b)

Figura 8. (a) Esquema do aparato utilizado na geracéo e colecdo dos fotoelétrons. (b) Imagem

da cdmara de analise XPS [36].

Quanto ao processo de fotoemissdo, os elétrons ligados a um determinado atomo s6
serdo ejetados caso a radiacdo que incida sobre eles tenha uma frequéncia (energia) maior ou
igual a um valor caracteristico. Ou seja, a medida que é aumentada a energia destes elétrons
pela radiagdo incidente, a partir de um determinado valor limite, o processo de fotoemissao é
iniciado. A energia cinética com que estes elétrons s&o emitidos crescera linearmente de
acordo com a energia da radiacdo incidente, e a quantidade destes fotoelétrons emitidos sera
proporcional a intensidade da radiagéo incidente. Basicamente este processo fisico é descrito

pela equacgéo de Einstein:
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BE =hv - KE -, (1)
onde BE é a energia de ligacdo dos elétrons no atomo em relacdo ao nivel de Fermi, hv é a
energia da radiacdo incidente (conhecida do experimento), KE € a energia cinética dos
fotoelétrons detectados (determinada pelo experimento) e @4 a funcéo trabalho do analisador
de energia dos fotoelétrons (conhecida do experimento). Vale lembrar que os niveis de
energia sdo quantizados e os fotoelétrons possuem uma distribuicdo de energia cinética
associada as camadas eletronicas dos atomos presentes na superficie da amostra.

Os espectros de XPS sao usualmente mostrados como funcdo da energia de ligacéo
dos fotoelétrons (BE). Em um espectro de XPS podemos observar muitas vezes pequenos
deslocamentos na energia dos picos de um determinado elemento, conhecidos como
deslocamentos quimicos. Estes deslocamentos quimicos trazem informacdes sobre o ambiente
quimico em que o atomo emissor do fotoelétron se encontra. Essa diferenca na energia de
ligacdo dos diferentes estados quimicos de um determinado atomo deve-se principalmente a
redistribuicdo eletrdnica dos elétrons de valéncia, que afetam também a energia de ligacdo de
atomos em seus niveis eletrdnicos mais internos. A energia dos picos de XPS e de seus
deslocamentos quimicos é geralmente comparada com valores padrdes existentes na literatura,
tornando possivel a identificacdo dos elementos presentes no material e de seus respectivos
estados quimicos.

Esta anélise foi realizada no Laboratorio de Superficies e Interfaces Solidas (LASIS)
do Instituto de Fisica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (IF-UFRGS). Os
espectros de XPS foram obtidos por meio de um equipamento Omicron SPHERA
spectrometer; o analisador foi utilizado no modo CAE (Constant Analizer Energy), com uma
energia de passagem de 5 eV utilizando radiacdo Mg - Ka (1.253,6 eV), produzindo uma
resolucéo entre 1,2 - 1,8 eV. O deslocamento do angulo foi de 53°, e o tratamento dos dados

foi realizado usando o software CASA XPS.
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A analise de XPS realizada neste trabalho foi para determinar o tipo e a quantidade de
ligacBes quimicas presentes na superficie das amostras de PS tratadas pelo processo de

imersdo em plasma de No/Hs.

3.3.2 Espectroscopia no Infravermelho por Reflexdo Total Atenuada (ATR-IR)

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é uma técnica
que permite a identificacdo de grupos funcionais através da absorcao de energia associada aos
movimentos vibracionais (principalmente estiramentos e deformacgdes angulares). Fornece
informacdes sobre os tipos de ligacbes presentes em um material e muitas vezes pode permitir
ao analista identificar o material [37].

As moléculas organicas absorvem e convertem a radiacdo infravermelha (IR) em
vibracdo molecular. Uma mudanca na energia vibracional é acompanhada por mudancas na
energia rotacional das moléculas. As bandas de energia vibracional/rotacional aparecem entre
4000 e 400 cm™. A frequéncia ou o comprimento de onda de absorc&o depende da massa dos
atomos, da constante de forca das ligacOes, e da geometria dos &tomos [38].

O espectro de FTIR do PS revela bandas de absorcdo tipicas das ligacdes C-H
presentes neste polimero como o estiramento de C-H sp? entre 3080 e 3020 cm™, estiramento
C-H sp® e grupos CH, entre 2920 e 2850 cm™, deformacéo do anel aromético entre 1603 e
1454 cm™ [39].

As analises por ATR-IR foram realizadas em um espectrometro PerkinElmer
Spectrum 400 disponivel no Laboratério de Caracterizacdo de Materiais 2 da Universidade de
Caxias do Sul (UCS). Os ensaios foram realizados no modo ATR, empregando-se a faixa de
varredura compreendida entre 4000 e 400 cm™ com resoluco de 4 cm™ e com 32 corridas de

leitura.
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3.3.3 Microscopia de Forca Atémica (AFM)

A microscopia de forca atdmica (AFM), também conhecida como “scanning force
microscopy” (SFM), tem sido bastante utilizada no estudo de polimeros devido a sua
capacidade de fornecer informacdes que ndo sdo possiveis de se obter com os melhores
microscopios épticos ou com a microscopia eletronica de varredura [40]. O microscépio de
forca atdmica é capaz de resolver estruturas na ordem de angstroms (10*° m), de modo que
sua resolucdo seja aproximada 10° vezes. Diversas informagBes podem ser extraidas de
medidas de AFM, tais como, topografia e rugosidade da superficie analisada [36].

O microscépio de forca atdbmica trabalha de forma semelhante as agulhas dos antigos
toca discos. No lugar da agulha, no microscépio de forca atbmica encontra-se o cantilever,
que consiste de uma haste flexivel em cuja parte inferior € crescida uma ponta (probe) com
dimensdo de poucas micras. Para percorrer a amostra de forma a se obter uma imagem €
utilizado um sistema de posicionamento que utiliza cerdmicas piezoelétricas, capazes de
realizar movimentos nas trés diregcdes (xyz), com preciséo de angstroms. Durante a varredura,
também se emprega um sistema de alinhamento com feixe de laser, que incide sobre o
cantilever e reflete em um sensor de quatro quadrantes. Este sensor fornece informacdes de
localizagéo para o sistema de realimentacéo e controle, que corrige a posi¢do do cantilever de
forma a manter o contato com a amostra, durante a varredura, e permitir a obtencdo da
imagem. A Figura 9 mostra um diagrama de funcionamento do microscépio de forga atdbmica.

[40].
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Figura 9. Diagrama de funcionamento do microscépio de forca atdbmica [40].

Durante a varredura, forcas de atracdo ou repulsdo (que variam em funcédo da distancia
entre o cantilever e a amostra) podem atuar. As forcas de atracdo podem ter origem tanto em
fatores fisicos, como a capilaridade e a interacdo de Van der Waals, ou quimicos, como a
afinidade entre o cantilever e a amostra. A forca de repulsdo deve-se a interacdo couldmbica
[40]. A Figura 10 apresenta um esquema das forcas envolvidas na analise AFM em algumas

de suas diferentes formas de varredura.
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Figura 10. Mapa de forcas entre a amostra e a ponteira em funcdo da distancia,
caracterizando os diferentes modos de trabalho do microscopio de forga atdmica [40].

Os diferentes modos de se obter uma imagem variam em funcdo de vérios fatores:
amostra, tipo de cantilever utilizado e o tipo de varredura. Para 0 modo contato, é utilizado
um cantilever com baixa constante de mola, na faixa de 0,02 a 2 N/m. Este modo de operacéo
é indicado para amostras rigidas pois a ponteira toca suavemente a superficie da amostra nao
danificando-a. O modo de forca lateral € utilizado para indentificar diferentes materiais em
blendas poliméricas, pois a forca de atrito varia significativamente em funcdo do material da
amostra e assim consegue identificar regides compostas por diferentes materiais. O modo nédo
contato e contato intermitente é indicado para amostras hidrofilicas, este modo de operacdo
utiliza um cantilever bem mais rigido do que o utilizado para modo contato. Neste tipo de
varredura, a constante de mola varia de 10 a 80 N/m. No caso do modo contato intermitente, a
ponteira do cantilever vibra em alta frequéncia, dezenas a centenas de megahertz , sobre a
superficie da amostra, tocando-a suavemente durante a varredura, podendo ocorrer
contaminagdo do cantilever com o material ejetado da superficie durante o contato. Quanto

maior a constante de mola, mais rigido é o cantilever e, maior sera a frequéncia de oscilacdo
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deste durante a varredura. No caso do modo ndo contato, o cantilever oscila sobre a amostra
sem toca-la. Nesse caso ndo ha contaminacdo da agulha com o material da superficie da
amostra. As informacdes obtidas sdo sempre da superficie de estudo ndo sendo possivel obter
informacdes sobre a camada interna do material. As amostras devem ser razoavelmente
planas, pois a diferenca maxima de altura permitida para a utilizacdo destas técnicas é cerca
de 10 um [40].

Esta analise foi realizada no Instituto de Fisica da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (IF-UFRGS). A fim de avaliar as caracteristicas topograficas da superficie das
amostras de PS submetidas ao processo de imersdo em plasma de N./H,. Imagens de AFM
foram adquiridas em modo de contato intermitente usando um extenso multi-mode Digital
Instruments Nanoscope Il microscopio equipado com scanner "E", um Unico cantilever e
uma probe do tipo seta de frequéncia de ressonancia de 286 kHz. A probe utilizada foi uma
probe de silicio em forma de seta, 0 modelo da probe é Arrow NC do tipo AC MODE (AIR) e
foi fabricada pela NanoWorld. As imagens de AFM foram analisadas utilizando o WSxM 5,0

SPM Develop package.

3.3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (SEM)

A microscopia eletrdnica de varredura consiste em varrer a superficie da amostra com
um feixe de elétrons emitidos termoidnicamente através da saturacdo de um filamento. Esse
feixe é colimado através de lentes sendo incidido sobre a amostra, a qual é varrida com um
padrédo de rastreamento pelo feixe de elétrons energéticos. Neste processo, varios fendmenos
ocorrem na superficie, produzindo diferentes tipos de sinais, incluindo elétrons espalhados,
secundarios e Auger, fotons de fluorescéncia de raios X e fotons de vérias energias. Estes

sinais tem sido usados para estudos de superficies, mas 0s mais comuns séo elétrons
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espalhados e secundéarios, e emissdo de raios X que é empregada em analises com
microssonda eletronica [41].

O SEM, conforme pode ser visto na Figura 11, consiste basicamente da coluna optico-
eletronica (canhdo de elétrons e sistema de demagnificacdo), da unidade de varredura, da

camara de amostra, do sistema de detectores e do sistema de visualizacdo da imagem.
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Figura 11. Representagdo esquematica dos componentes do Microscopio Eletronico de
Varredura [42].

O canhdo de elétrons é usado para a producdo do feixe de elétrons com energia e
guantidade suficiente para ser captado pelos detectores. Esse feixe eletrbnico é entdo
demagnificado por varias lentes eletromagnéticas, cuja finalidade é produzir um feixe de

elétrons focado com um pequeno didmetro numa determinada regido da amostra [42].
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Com a utilizacdo dessa técnica podem-se obter informacdes relativas a morfologia da
amostra, dentre outras. As imagens foram registradas por meio de um microscopio Shimadzu
SSX-550, disponivel no Laboratério de Caracterizacdo de Materiais 1 da Universidade de

Caxias do Sul (UCS).

3.3.5 Angulo de Contato com Agua (WCA)

Quando uma gota de liquido é disposta em uma superficie solida, a interface triplice
solido/liquido/vapor se movera em resposta as forcas referentes as trés tensdes interfaciais
(ysL, YLv, Ysv) até que uma condicdo de equilibrio seja atingida (espalhamento da gota)
conforme descrita a equagéo a seguir:

¥sv = ¥sz + Yrveos (2)

Na equacdo 2, ysv € a tensdo superficial na interface sélido/vapor, ys. é a tensdo
superficial na interface solido/liquido, e y.v é a tensdo superficial na interface liquido/vapor.
Este cenario é ilustrado na Figura 12, a qual representa uma gota de liquido (L) sobre uma
superficie sélida (S) com o ar em volta (V) sendo a terceira fase. O angulo entre a superficie
solido/liquido e a tangente para a superficie liquido/vapor na linha de contato com o sélido é
denominado angulo de contato (6). Por convencéo, este a&ngulo de contato é medido na fase
liguida. A molhabilidade é entdo determinada a partir do &ngulo de contato de equilibrio. Se 6
< 90°, considera-se que o liquido “molha” o s6lido; se © = 0° ha uma molhabilidade completa
ou perfeita; se © > 90° verifica-se que o liquido “ndo molha” o so6lido. Portanto, o angulo de
contato ¢ uma funcdo da tensdo superficial entre o solido e o liquido, ou seja, se 0 mesmo
liquido for utilizado, o angulo de contato pode diminuir se a tensdo superficial do sélido for

aumenta. Em muitos estudos de modificacao superficial de polimeros, a &gua é utilizada como
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liquido de teste e as variacdes no angulo de contato sdo usados para monitorar as mudancas na

composicao quimica das superficies poliméricas [41, 43].

VAPOR

e

SOLIDO

Figura 12. Esquema ilustrativo das forcas que atuam na interface triplice
(s6lido/liquido/vapor) para uma gota de liquido sobre uma superficie sélida [41].

Neste trabalho medidas de angulo de contato foram feitas a fim de avaliar a
hidrofilicidade da superficie tratada, a partir de trés medidas em amostras independentes,

utilizando-se agua MilliQ a temperatura ambiente como liquido de teste com gotas de 1 pL.

3.4 Ensaios de Antibiofilme Bacteriano

Os ensaios de antibiofilme foram realizados no Centro de Biotecnologia da UFRGS.
Apo6s o tratamento a plasma, as placas de microtitulacdo de PS foram utilizadas como
substrato nos ensaios de antibiofilme bacteriano. Foram utilizadas como amostras controle
placas que haviam sido submetidas somente ao fluxo de gas de (N2/H,) na cdmara de reacdo
sem plasma. A S. epidermidis ATCC 35984 foi cultivada em caldo de Luria Bertani*? (LB) a
37 °C e 150 rpm por 12 horas e, em seguida diluida a fim de produzir uma suspensdo

bacteriana de densidade 6ptica a 600 nm (ODgyo) cerca de 0,3, o equivalente a 10® unidades

12 Caldo de Luria Bertani é um meio de cultura usado para cultura de microrganismos.
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formadoras de coldnias (UFC).mL™. No ensaio, adaptado de Stepanovic e colaboradores [44],
100 pL de bactéria diluida em suspensdo e 100 pL de caldo LB foram adicionados aos pocos
e incubados a 37 °C por 24 h. O controle negativo consistiu de 200 pL de caldo LB. Depois
da incubacdo, o contetido dos pocos foi retirado e lavado trés vezes com 200 pL de solucao
salina estéril 0,9 %. As bactérias que permaneceram foram expostas ao calor e fixadas pela
exposicdo ao ar quente a 60 °C por 1 h. A camada de biofilme aderente foi corada com 200
uL de cristal violeta 0,4 % por 15 minutos em temperatura ambiente. A placa foi lavada,
colocando-a em agua corrente até que esta estivesse livre da mancha. O corante ligado as
células foi resolubilizado com dimetilsulfoxido (DMSO) 99,5 % (Sigma, St. Louis, MO, USA)
e a absorvancia foi medida, espectrofotometricamente em um comprimento de onda de 600
nm (Spectramax M2e Multimode Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
USA), nas amostras controle e nas amostras tratadas. E pelo valor de absorvancia foi calculada
a porcentagem de adesdo de biofilme em cada amostra.

Para avaliar se o efeito do tratamento a plasma afeta o crescimento das bactérias (além
da aderéncia), dois experimentos foram realizados: avaliacdo do crescimento bacteriano por
(ODgno) € a medida de viabilidade celular por resazurina. Para o ensaio de crescimento
bacteriano, a absorvancia foi medida a 600 nm, antes e ap0s a incubacdo, a diferenca entre a
absorvancia inicial e final foi tomada como uma medida de crescimento bacteriano. Para
avaliar a viabilidade das células, o contelido dos pogos foi removido apds a incubacdo no
ensaio de antibiofilme e transferido para outra microplaca padrao de 96 pocos estéril de PS de
fundo plano e 25 pL de uma solucdo resazurina (0,1 mg.mL™) foi adicionado. As placas
foram incubadas durante 2 horas a 37 °C e avaliados visualmente: tons de azul ndo indicando
células viadveis e tons de rosa, indicando células viaveis, como descrito por Sarker e

colaboradores [45].
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3.4.1 Analise Estatistica

Essa andlise foi realizada no Centro de Biotecnologia da UFRGS. Todos os
experimentos microbioldgicos foram desenvolvidos em triplicata. Para analise do tempo de
tratamento a plasma, trés placas foram utilizadas, cada uma com um indculo bacteriano
independente. Experiéncias que envolveram a atividade antibiofilme e crescimento bacteriano
(ODgqo) foram analisadas pelo teste t-Student’s com o software SPSS 12.0, e de sentido Unico

ANOVA seguido por Tukey test post hoc com o software Minitab versao 1.4.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as amostras usadas neste trabalho foram obtidas de acordo com os
procedimentos descritos no capitulo I11. Propriedades fisico-quimicas e morfologia superficial
das amostras de poliestireno tratadas foram obtidas pelo uso das técnicas experimentais de
XPS, ATR-IR, AFM, SEM, WCA. Testes de adesdo de biofilme bacteriano, formado pela S.
epidermidis, avaliados por ensaios microbiolégicos conforme também descritos no capitulo

4.1 Composicao Superficial

4.1.1 Analise de XPS

A técnica de XPS foi usada para estudar a quimica na superficie das amostras de
poliestireno modificado por imersdo em plasma na mistura No/H, (24 % : 76 %), a
quantificacdo dos resultados, e as informacdes sobre a natureza das ligagbes quimicas foram
obtidas a partir dos valores de energia de ligacdo. A Figura 13 apresenta espectros de XPS
para o poliestireno antes e ap6s o tratamento em diferentes tempos (5, 15, 30, 60 e 120 min).
Primeiramente, observa-se nestes espectros a presenca de picos de emissdao Auger para
emissdes de atomos de carbono e oxigénio em todas as amostras, e de nitrogénio somente nas
amostras tratadas. Observa-se também, dentro do limite de deteccdo da técnica (cerca 0,1 at.%
entre 0-10 nm de profundidade), que as amostras estdo livres de contaminantes provenientes

da camara de reagdo, como exemplo o ferro.
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Figura 13. Espectros de fotoelétrons excitados por raios X da superficie de poliestireno.

Com relacdo a presenca de oxigénio nas amostras, gas ndo alimentado ao processo de
imers3o, uma amostra de PS teve sua superficie limpa por pulverizagio catddica com He" na
camara de andlise de XPS. Da analise, revelou que o oxigénio ndo esta presente na massa das

amostras e sim em regifes proximas a superficie. Portanto, o oxigénio observado é
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provavelmente proveniente da descarga corona, submetido pelo fabricante das placas de
microtitulacdo, e da exposicdo da amostra ao oxigénio presente na atmosfera.

Para identificar os diferentes grupos funcionais introduzidos no PS com o tratamento a
plasma, espectros de alta resolucéo para a faixa de energia de fotoelétrons C 1s, N 1s e O 1s,

foram realizados. A Figura 14 apresenta espectros na regido de fotoelétrons C 1s para os

diferentes tempos de tratamento.
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Figura 14. Espectros da regido de fotoelétrons C 1s da superficie de poliestireno. Sem
tratamento ou 0 min (tridngulos abertos); tratadas em 5 min (quadrados sélidos); 15 min

(circulos abertos), 30 min (triangulos sélidos), 60 min (quadrados abertos) e 120 min (circulos

solidos).

Foi feita uma deconvolucdo de cada banda para identificar os grupos funcionais a
partir dos valores de energia de ligacdo de cada banda, os grupos encontrados foram: C-C
(284,6 eV) [25], C-N (285,95 eV) [46, 47], C=N* (287,9 eV) [25, 48], O = C-N* (288,33 eV)

[25, 4848] e um shake-up satélite (289,47 eV) [48]. Os grupos marcados com (*) ndo podem
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ser atribuidos de forma clara, uma vez que diferencas de energia de ligacdo com relacdo a
configuracdo de outras substancias quimicas estdo abaixo da resolugédo instrumental. Ou seja,
C=N também pode ser atribuido as emissdes de C-O e O=C-N pode ser atribuido as emissdes
de C=0. Os grupos polares C-N, C=N e O=C-N sédo observados somente ap0s o tratamento de
imersdo em plasma, e suas concentracGes relativas aumentam com o tempo de tratamento. O
pico de emissdo mais intenso C-C ¢ atribuido a ligacdo carbono-carbono presente no PS.
Contribuices alifaticas e aromaticas ndo podem ser separadas, mas a presenca do m-n* shake-
up satélite indica a presenca de aromaticidade mesmo ap6s o tratamento a plasma.

Espectros obtidos para a regido de fotoelétrons N 1s, mostrados na Figura 15 (A),
indicam um aumento sistematico na area do pico de nitrogénio como funcdo do tempo de
tratamento. Na Figura 15 (B) foi feita uma deconvolucéo de cada banda a fim de identificar os

grupos funcionais a partir dos valores de energia de ligacdo de cada banda.
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Figura 15 (A). Espectros da regido de fotoelétrons N 1s da superficie de poliestireno. Sem
tratamento ou 0 min (triangulos abertos), tratadas em 5 min (quadrados sélidos), 15 min
(circulos abertos), 30 min (triangulos sélidos), 60 min (quadrados abertos) e 120 min (circulos
solidos).
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Figura 15 (B). Espectros da regido de fotoelétrons N 1s da superficie de poliestireno tratada

em plasma por (a) 120 min, (b) 60 min, (c) 30 min, (d) 15 min e (e) 5 min.

De acordo com a Figura 15 (B), a partir da deconvolucdo de cada banda em cada
espectro os grupos funcionais encontrados foram: amina C-N (399 eV) [25] e a componente
de mais alta energia de ligagcdo “representada em azul” é atribuida ao grupo amida N-C=0

(401 eV) [25]. Nas amostras a partir de 15 min foi observada a presenga dos grupos amina e
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amida, sendo a componente amina sempre maior. No espectro da amostra de 120 min foi
observada a diminuicdo da componente amina em funcdo do aumento das componentes
amida.

O aumento da area do pico de nitrogénio nos espectros de XPS (Figura 15 (A)) é
proporcional ao aumento da concentracao relativa de nitrogénio incorporado a superficie do
PS. Desse modo, podemos relacionar a concentracdo de N (em porcentagem atémica, at.%)

como funcdo do tempo de tratamento conforme mostra a Figura 16.

% Atomica de N

0 T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Tempo de Tratamento (min)

Figura 16. Porcentagem atdmica de nitrogénio em funcdo do tempo de tratamento a plasma
de 0, 5, 15, 30, 60 e 120 min.

Da Figura 16, observa-se um comportamento com tendéncia a saturacdo para o
nitrogénio em longos tempos de tratamento, chegando a uma concentracdo de 5 a 7 at.% de
nitrogénio incorporado para 0s maiores tempos de tratamento usados neste trabalho. A
saturacdo é esperada uma vez que dois mecanismos competitivos acontecem durante o
processo de imersdo em plasma: i) incorporacédo de ions de nitrogénio e ii) eroséo (sputtering)

da superficie modificada [49]. O primeiro mecanismo € predominante para tratamentos em
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curto prazo, enquanto que, para tratamentos longos, 0s mecanismos de concorréncia levam a
um regime de estado estacionario na incorporacédo de nitrogénio.

Para a regido de fotoelétrons O 1s, os espectros de XPS sdo apresentados na Figura 17
(a), e suas respectivas concentracdes relativas como funcdo do tempo de tratamento na Figura

17 (b).
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Figura 17. (a) Espectros da regido de fotoelétrons O 1s da superficie de PS. Sem tratamento
ou 0 min (tridngulos abertos), tratadas em 5 min (quadrados sélidos), 15 min (circulos
abertos), 30 min (triangulos sélidos), 60 min (quadrados abertos) e 120 min (circulos sélidos);
(b) Porcentagem atémica de oxigénio em funcéo do tempo de tratamento de 0, 5, 15, 30, 60 e

120 min.
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De acordo com a Figura 17 (a) foi feita uma deconvolucdo de cada banda a fim de
identificar os grupos funcionais a partir dos valores de energia de ligacdo de cada banda, 0s
grupos encontrados foram: O-C (531,8 eV) [24], carbonil O=C (533 eV) [24, 25] e éster O-
C=0 (530,5 eV) [24]. A Figura 17 (b) indica um pequeno aumento relativo da concentracédo
de oxigénio na superficie de PS nos primeiros tempos de tratamento, até 30 min, e a partir de
60 min a concentracdo de oxigénio diminui e se mantém constante. Este efeito pode ser
explicado pelo fato de que, durante a irradiacdo do plasma na superficie da amostra, uma série
de ligacdes estaveis a superficie do polimero sdo quebradas gerando radicais livres que podem
se ligar com diferentes grupos funcionais [49]. Ou seja, em até 30 min de tratamento ndo ha
tempo suficiente para o nitrogénio se ligar a todos os sitios livres, que, apds a retirada da
amostra da camara, 0s sitios livres remanescentes sdo ligados ao oxigénio atmosférico.
Segundo Idage et al. (1998) a incorporacdo de oxigénio na superficie de polimero apds o
tratamento, mesmo com um plasma ndo contendo oxigénio ¢ um fendmeno comum, 0S
atomos de oxigénio ndo precisam necessariamente ser excitados por plasma. Depois do
tratamento, certos radicais livres ainda podem estar na superficie, que pode reagir com o
oxigénio quando a superficie da amostra é exposta a atmosfera, [49].

A Figura 18 relaciona as concentracfes relativas em porcentagem atdmica para o
carbono e o oxigénio, obtidos das analises de XPS de poliestireno, como fun¢édo do tempo de

tratamento de imers&o em plasma.
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Comparando os resultados da Figura 18 observa-se uma reducdo relativa na

concentracdo de C entre 15 e 30 min de tratamento e neste mesmo intervalo de tempo ocorre

um aumento na concentracdo relativa de O. Para comparar esses resultados foi calculada a

razdo entre O/C apresentada na Figura 19.
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Figura 19. Raz&o oxigénio/carbono em funcao do tempo de tratamento de imersdo em plasma
de 0 a 120 min.

Essa razdo entre O/C se mantém praticamente a mesma em 0 e 5 min, aumentando
entre 15 e 30 min e, por fim, entre 60 e 120 min ha uma redugdo mantendo-se constante na
mesma raz&o inicial. Efeito relacionado ao processo de imersdo em plasma, ou seja, da
incorporacgdo de nitrogénio, onde a partir de 60 min ha tempo para uma maior quantidade de
N se ligar nos sitios livres do carbono, assim a superficie fica mais estavel e menos propicia

para o0 oxigénio do ambiente reagir.

4.1.2 Andlise de Espectroscopia no Infravermelho por Refletdncia Total

Atenuada (ATR-IR)

Os espectros de ATR-IR, revelam informagdes importantes no que diz respeito a
composicao da superficie de poliestireno e de camadas proximas a ela (entre zero a 500 nm
até 5000 nm). A Figura 20 apresenta espectros de ATR-IR, na regido do infravermelho medio,
tipicos para as medidas realizadas neste trabalho para a amostra sem tratamento e tratada a

120 min por imersdo em plasma. Observam-se alem das bandas tipicas para o poliestireno,
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duas regides distintas onde ha uma pequena alteracdo nos valores de transmissao, entre 3600 a

3100 cm™, entre 1780 a 1700 cm™ e em 874 cm™.
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Figura 20. Espectros de ATR-IR de poliestireno sem tratamento (ST), e tratado em plasma na

mistura de N,/H; por 120 min.

Os espectros das amostras tratadas apresentam uma alteragcdo envolvendo uma banda
fraca e alargada na regio entre 3600 a 3100 cm™, atribuida a aminas e amidas (tabela 2) [39],
mostradas em detalhe na Figura 21 (a), cujas intensidades aumentam com o tempo de
tratamento. H& também uma pequena alteracio na regido entre 1780 a 1700 cm™, que pode ser
atribuida ao estiramento C=0 [22], mostrada em detalhe na Figura 21 (c). A presenca de uma
banda de intensidade fraca em 874 cm™, também é mostrada em detalhe na Figura 21 (b), a
qual pode ser atribuida a trés configuracdes: estiramento C-N na regido entre 910 a 870 cm™
[22]; deformacdo angular simétrica fora do plano de N-H entre 900 a 700 cm™; ou a

deformacéo axial de C-C, C-O, C-N entre 1300 a 800 cm™ [39].
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Tabela 2: Frequéncias tipicas de NH e NH; de grupos amida e amina [22]

-NH,, cm* -NH, cm™
Amida 3500-3410 ~ 3450
Amina ~ 3400 ~ 3320

100,2 100,04

oo R
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9961 —— ST \a

% Transmitancia

. 98,5 5min
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Figura 21. Espectros de ATR-IR de poliestireno sem tratamento, e de poliestireno tratado a
plasma com uma mistura de N,/H, por 5, 15, 30, 60 e 120 min: (a) espectros ampliados para a
regido de 3600-3100 cm™, (b) para a regi&o de 980-820 cm™ e (c) espectros ampliados para a

regido de 1780-1700 cm™ da amostra sem tratamento (ST) e da amostra tratada por 120 min.

Na Figura 21 (a) é observado que a partir de 60 e 120 min ha um aumento da formag&o
de amina secundaria. De acordo com a Figura 21 (b) e com o auxilio das analises de XPS para
a regido de fotoelétrons do C 1s, pelo fato da técnica de XPS ser mais sensivel pois analisa a
regido mais externa da amostra, ha um forte indicio que o pico presente em 874 cm™ nos
espectros obtidos para as amostras de 60 e 120 min, seja atribuido ao estiramento do grupo
funcional C-N. Na Figura 21 (c) é observada uma pequena mudanca na regido entre 1780-
1700 cm™, onde esta mudanca esta relacionada com o estiramento do grupo C=O de amida
[22].
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4.2 Textura Superficial

4.2.1 Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

Além de mudancas quimicas na superficie das amostras, como exposto anteriormente,
também foram observadas mudancas na textura superficial. As imagens de AFM apontadas na
Figura 22 revelam que o tratamento por imersdo em plasma reduz a rugosidade superficial do
polimero com o aumento do tempo de tratamento. Na Figura 22 sdo apresentadas imagens da
topografia das amostras de PS tratadas a plasma em diferentes tempos (Figura 22 (b), (c), (d),

(e) e (f)), bem como a de PS sem tratamento (Figura (a)).
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Figura 22. Topografia das amostras de PS por AFM (a) antes do tratamento a plasma e apés o
tratamento com N,/H; por (b) 5 min (c) 15 min (d) 30 min (e) 60 min e (f) 120 min.

A partir da analise da textura superficial feita nestas imagens de AFM, foi possivel

obter valores para a rugosidade média (Ra) como funcdo do tempo de tratamento, cujos
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valores estdo apresentados na Figura 23. E importante notar que, para tempos de tratamento
superiores a 30 min, a rugosidade média € reduzida por um fator trés de seu valor inicial

mantendo-se constante em torno de 1,2 nm.
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Figura 23. Rugosidade média das amostras de PS tratadas com N,/H, em fun¢édo do tempo de
tratamento.

4.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura (SEM)

A fim de complementar as anélises de AFM, foram realizadas medidas de microscopia
eletronica de varredura para as amostras de PS. A Figura 24 apresenta imagens SEM para
amostras sem tratamento e tratadas em plasma em diferentes tempos onde podemos visualizar

algumas alteracdes topograficas da superficie dessas amostras.
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Figura 24. Imagem de SEM, (magnificacdo 4000x, escala 5um), de amostras de PS tratadas
com um mistura de N,/H, por imersdo em plasma em (a) e (b) 0 min, (c) 15 min, (d) 30 min,
(e) 60 min e (f) 120 min.

As Figuras 24 (a) e (b) correspondem a amostra de PS sem tratamento, onde é possivel
observar em uma regido ampliada, pequenos pocos e protuberancias de aspecto circular na

superficie do material ndo visto nas demais imagens apresentadas. Eliminadas pelo tratamento
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a plasma usado neste trabalho. Tais pocos/protuberancias séo provavelmente provenientes da
fabricacdo das placas de microtitulacdo originados do processo de descarga corona utilizado
pelo fabricante, o que justifica a elevada rugosidade inicial da amostra sem tratamento
comparada a rugosidade das amostras tratadas. Em estudo recente, Vesel (2010) modificou a
superficie de poliestireno incorporando oxigénio a superficie por plasma de oxigénio,
constatando que a rugosidade aumentava com o tempo de exposicéo [26].

Na sequéncia das figuras, observa-se uma modificacdo significativa da morfologia
superficial das amostras com o aumento do tempo de tratamento ap6s 15 min (c), 30 min (c),
60 min (e) e 120 min (). Nestas imagens, surge a presenca de ranhuras em diferentes direcdes
aleatérias na superficie do material, compativeis com as elevacdes colunares e vales
observadas em algumas imagens de AFM da Figura 22. Ja a reducédo da rugosidade pode estar
relacionada ao préprio tratamento a plasma usado neste trabalho (incorporacéo de nitrogénio e
erosdo da superficie), reduzindo o efeito topografico causado pelo tratamento corona efetuado
pelo fabricante. Em nenhum momento foram observadas trincas e fissuras na superficie das

amostras devido ao tratamento em plasma de N,/H..

4.3 Avaliacéo da Hidrofilicidade da Superficie-Angulo de Contato (WCA)

Sabe-se que a molhabilidade superficial ou hidrofilicidade da superficie depende
essencialmente da composi¢do quimica da superficie [26]. Deste modo, a medida do angulo
de contato pode ser util para avaliar o tratamento realizado na superficie do material. Para a
medida de angulo de contato com agua (WCA), a Figura 25 apresenta os resultados para as

amostras de poliestireno como fungéo do tempo de tratamento.
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Figura 25. Medida de angulo de contato com agua em (°), em funcéo do tempo de tratamento

em (min).

As medidas de angulo de contato indicam que com o aumento do tempo de tratamento
por imersdo em plasma evidencia-se uma diminui¢do do angulo de contato, ou seja, a gota de
agua apresenta uma maior interacdo com a superficie da amostra, isso ocorre devido a um
aumento do carater hidrofilico da superficie. O aumento da hidrofilicidade pode ser devido ao
aumento da incorporacdo de nitrogénio e a formacdo de grupos amina e amida, esses grupos
formam ligacGes de hidrogénio com a agua, o que cria um maior carater polar a superficie. De
acordo com a literatura VVacheethasanee et al. (1998) [33], demonstraram que a S. epidermidis
é altamente hidrofdbica, o que indica que o resultado encontrado esta de acordo com 0 nosso
entendimento ao retardo da ades&@o da S. epidermidis a superficie tratada de PS. A Figura 26
apresenta a fotografia da gota de 4gua sobre a superficie do poliestireno de 0, 5, 15, 30, 60 e

120 min.
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(b) 5 min

(c) 15 min (d) 30 min

(e) 60 min (f) 120 min

Figura 26. Amostras de poliestireno (a) sem tratamento e tratadas a plasma com N,/H, em (b)
5 min, (c) 15 min, (d) 30 min, (e) 60 min e (f) 120 min.

Segundo Vesel (2010) geralmente a diminuicdo do angulo de contato é devido a
incorporacdo de novas funcionalidades polares na superficie da amostra. No entanto, a
mudanca da hidrofilicidade da superficie pode também ser atribuida a outros efeitos, como a
carga superficial, a rugosidade, além de mudancas na estrutura quimica [26]. Neste caso a

diminuicdo do angulo de contato pode ocorrer pelo fato de incorporacdo de ions de nitrogénio



67

e formacéo de grupos amina e amida a superficie de PS conforme observado na analise das

amostras pelas técnicas de XPS e ATR-IR.

4.4  Avaliacdo de Adeséo Bacteriana

Os resultados dos testes de adesdo para o biofilme bacteriano formado pela S.
epidermidis no PS, em fungdo do tempo de tratamento a plasma com Ny/H, é apresentado na
Figura 27. Para tempos de tratamento variando de 5 a 30 min, uma reducdo gradual na adesao
de biofilme foi observada, chegando a 20 % em relacdo ao controle. No entanto, quando o
tratamento foi realizado durante 60 min, verificou-se uma reducao de 93 %; e aumentando o
tempo de tratamento para 120 min, a reducdo foi de 97 %. Na Figura 28 estdo apresentadas
imagens das placas de PS com 96 pocos ap06s 0s ensaios de adesdo de biofilme bacteriano,
amostras controle de 5 a 120 min e amostras tratadas em plasma com N,/H, de 5 a 120 min. A
diferenca na intensidade da cor azul entre as amostras é diretamente relacionada ao niamero de

bactérias aderidas a superficie de PS formando um biofilme.
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Figura 27. Adesdo de biofilme, produzido pela S. epidermidis, na superficie da amostra
Barras pretas representam amostras controle e barras cinza representam amostras tratadas com
N2/H, em funcéo do tempo de tratamento em plasma. (*) representa diferenca significativa em

relacdo as amostras controle em cada tempo (t-test, p < 0,005).
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Figura 28. Amostras submetidas somente ao fluxo de N,/H, (controle) de 5 a 120 min e

amostras submetidas ao fluxo de N2/H; e tratadas em plasma de 5 a 120 min.

De acordo com os resultados de ades@o de biofilme bacteriano (Figura 27), a reducéo
significativa mostrada nestes valores para os tempos de 60 e 120 min esta associada ao
aumento da concentracdo de N na superficie do PS (Figura 16), a formacdo de grupos amina e
amida observados pelas técnicas de XPS (Figura 15 (B)) e ATR-IR (Figura 21). E, a
concentracdo de saturacdo de N na superficie do PS é aparentemente suficientemente alta para

permitir a inibicdo da adeséo inicial do biofilme.
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Quanto a adesdo do biofilme S. epidermidis, como citado anteriormente acredita-se
que essa consiste em duas etapas basicas [17, 34]: adesdo bacteriana a superficie (ligacdo
primaria), seguido de formacdo de biofilme real (acimulo de bactérias). Embora os dados na
Figura 27 evidenciem claramente uma forte supressdo na adesdo de biofilme sobre superficies
tratadas em plasma, ndo indica se isto é devido a inibicdo da fixacdo primaria ou ao acimulo
de bactérias. Os ensaios antibacterianos descritos no item 3.4 “2° paragrafo” revelaram que as
amostras de controle e as submetidas a tratamento a plasma por 120 min apresentam
alteracdes semelhantes em medida de (ODggo) € cor-de-rosa no ensaio resazurina, indicando
assim a viabilidade das células bacterianas. Portanto, o tratamento a plasma esta inibindo a
adesdo bacteriana, ndo o seu crescimento.

Paynter, R.W. [46] relatou em seus estudos que superficies de polimeros podem sofrer
alteracbes com o tempo apds o tratamento a plasma, ou seja, com o envelhecimento a
temperatura ambiente. Dessa forma, amostras tratadas em plasma com Ny/H, por 120 min,
foram deixadas em temperatura ambiente por periodos diferentes, e testou-se a inibicdo da
adesdo bacteriana de S. epidermidis. A Figura 29 apresenta inibicdo da adeséo de biofilme de

PS tratado com N/H, por 120 min em funcdo do tempo (dias) apds o tratamento.
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Figura 29. Inibicdo da adesao de biofilme em PS tratado em plasma com Na/H, por 120 min

em funcdo do tempo apos o tratamento (0, 8,15 e 50 dias).

Os resultados apresentados na Figura 28 mostram que ndo houve muita diferenca na
adesdo de biofilme observada até um méaximo de 15 dias (95,7 % de supressao de biofilme).
Mesmo 50 dias ap6s o tratamento a plasma, ndo houve diferenca significativa e ainda foi
alcancado 88,6 % de supressdo de biofilme. O efeito do envelhecimento é geralmente
observado para superficies tratadas em oxigénio, como 0 nosso substrato original de PS. A
estabilidade das amostras, possivelmente é devido ao fato de que os grupos funcionais que
contém nitrogénio, como C-N e C=N, apresentarem menor reatividade do que aqueles que

contém oxigénio, tais como C-O e C=0.
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CAPITULO V

5 CONCLUSOES

Este trabalho teve como proposta, investigar o efeito do processo de tratamento por
imersdo em plasma de radiofrequéncia, utilizando uma mistura padrdo de N/H; (24 % : 76
%), em amostras de poliestireno como funcdo do tempo de tratamento. Avaliando, as
modificacdes superficiais geradas e a eficiéncia do processo, na adesdo e crescimento de
biofilme, produzido pela bactéria S. epidermidis, na superficie de PS.

As amostras foram caracterizadas por espectroscopia de fotoelétrons excitados por
raios X (XPS), espectroscopia no infravermelho por reflexdo total atenuada (ATR-IR),
microscopia de forca atbmica (AFM), microscopia eletrénica de varredura (SEM), angulo de
contato com agua (WCA) e ensaio de antibiofilme bacteriano. A partir da caracterizacao por
XPS foi identificado grupos funcionais como: C-N, C=N, O=C-N, etc, além da liga¢do C-C
na estrutura de PS, também foi constatado um aumento do contetdo de nitrogénio com o
aumento do tempo de tratamento. Por ATR-IR foi possivel identificar os mesmos grupos com
a presenca de N e a indicacdo de formacdo de aminas e amidas na regido do espectro de
infravermelho entre 3600-3100 cm™. Pela anélise da morfologia e textura superficial por SEM
e AFM, foi possivel observar uma mudanca na topografia e uma reducdo da rugosidade
superficial com o tempo. Por medida de angulo de contato com &gua foi verificado um
aumento do caréater hidrofilico na superficie.

Pelo ensaio de antibiofilme bacteriano foi constatado que o tratamento de imersdo em
plasma esta inibindo a adesdo bacteriana, mas ndo o crescimento. Além disso, foi observado
93 % de supressdo de adesdo de biofilme durante 60 min de tratamento quando, a

porcentagem atébmica de nitrogénio era de 5 at.% e foi alcangado 97 % de supressdo de



73

biofilme durante 120 min de tratamento quando, a porcentagem de N era de 7 at.%. Este
efeito manteve-se em 88,6 % apds 50 dias de envelhecimento em atmosfera ambiente.
Portanto, pode-se inferir que provavelmente a quantidade de nitrogénio introduzida
pelo tratamento de imersdo em plasma, juntamente com a formacao de grupos polares como
aminas e amidas na superficie do poliestireno, podem conduzir o desempenho apresentado
contra a adesdo de biofilme, produzido pela S. epidermidis, a superficie, sobretudo pelo fato
desta bactéria ser hidrofébica. Desse modo, foi possivel aplicar um processo amplamente
usado em engenharia de materiais, na reducdo de possiveis efeitos relacionados a
contaminacdo biologica de dispositivos biocompativeis. Que, associado a tecnologias anti-
bactericidas, possa contribuir para reducdo de infeccbes causadas pela bactéria

Staphylococcus. epidermidis.
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CAPITULO VI
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