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INTRODUCAO

A formacdo de biofilmes bacterianos causa prejuizos em diversos setores. No campo da
medicina e odontologia, biofilmes podem ser observados em quase todos os tipos de aparatos
médicos, como cateteres e implantes, sendo causa de periodontite e infec¢des crénicas. Em relacao
a area industrial, contaminacdes causadas por microrganismos patogénicos durante o processo de
manufatura, processamento e embalagem de alimentos e remedios tém grande importancia para a
salde publica. Além disso, o biofilme representa uma barreira para o transporte de massa e energia,
0 que resulta em diminuicdo de capacidade produtiva e aumenta 0s gastos energéticos. A remogéo
do biofilme resulta em altos custos de limpeza e manutencdo para diversos tipos de industrias, como
maritima, de laticinios, alimentos, sistemas de agua, petréleo, papel, Optica, odontoldgica e
hospitais. A proposicdo de estratégias para reduzir ou eliminar a formacao de biofilmes tém sido
encorajada recentemente, muito em virtude da significativa resisténcia dos biofilmes aos
antibioticos convencionais. Estas estratégias baseiam-se em: (i) inibicdo da adesdo inicial dos
microrganismos a superficie e da colonizagdo; (ii) interferéncia nos processos de sinalizacéo
molecular presentes na modulacdo do crescimento do biofilme e (iii) desagregacdo do biofilme.
Materiais com capacidade de inibir a formacdo de biofilmes podem ser alcancados tanto pela
modificacdo da superficie do material (conferindo propriedades anti-adesivas, por exemplo) como
pela incorporacdo de agentes biocidas. Grandes esforcos tém sido realizados com o objetivo de
“engenheirar” superficies que possam impedir oS primeiros estagios de adesdo (Garrett, Bhakoo e
Zhang, 2008; Hori e Matsumoto, 2010; Mebert et al., 2016; Rizzello, Cingolani e Pompa, 2013). A
influéncia da rugosidade das superficies na adesdo bacteriana e formacdo de biofilmes tém sido

estudados desde o inicio dos anos 80. A nanotecnologia proporcionou técnicas de fabricacdo com
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melhores resolucdes para o controle de superficies com nanorrugosidade. Estas técnicas incluem
corrosdo ion-reativa, corrosdo quimica, oxidacdo anddica e recobrimentos com polimeros. Com o
advento destas técnicas, foi possivel averiguar o papel da rugosidade com maior acuidade.
Entretanto, embora diversos estudos tenham tentado estabelecer uma correlacdo direta entre
nanotopografia e adesdo bacteriana, uma explicagdo definitiva ainda ndo foi alcangada. (Crawford
et al., 2012; Hasan, Crawford e Ivanova, 2013; Mebert et al., 2016; Rizzello, Cingolani e Pompa,
2013). Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo investigar a adesdo e crescimento
bacteriano em superficies modelo de silicio com diferentes topografias.

METODOLOGIA
Preparacao das superficies modelo (substratos de silicio)

Os substratos de silicio de 5 x 5 mm pré-cortados foram primeiramente limpos por
sonicagdo em acetona por 5 min e, entdo, extensivamente enxaguados com agua ultrapura (Si
Limpo). Depois da etapa de limpeza, as amostras foram entdo submetidas a corrosdo (ou “ataque”)
anisotrépica com solucdo de hidroxido de potassio 1 M. As amostras de silicio foram submersas
através de pingas na solucdo de KOH 1 M e mantidas sob agitacdo magnetica. Para avaliacdo do
efeito da topografia na adesdo microbiana trés diferentes combinacdes de tempo de ataque e
temperatura foram avaliados: 60 °C e 15 min, 70 °C e 15 min, 70 °C e 60 min. Apds o ‘ataque’, as
amostras foram lavadas com agua ultrapura em abundancia e submetidos a sonicacdo em agua
ultrapura por 5 minutos. Ap6s o ataque, as amostras foram lavadas com &agua ultrapura em

abundancia e submetidos a sonicac¢do em agua ultrapura por 5 minutos.
Incubacdo com suspenséo bacteriana

A cepa Staphylococcus aureus ATCC 6539 foi utilizada para quatro tipos de amostra (cada
uma feita em triplicata): silicio limpo, silicio atacado com KOH 1 M a 60°C por 15 minutos, silicio
atacado com KOH 1 M a 70°C por 20 minutos e silicio atacado com KOH 1 M a 70°C por 60
minutos. Todas as amostras foram esterilizadas em luz UV durante 30 minutos (15 minutos para
cada uma das faces). 40 uL de uma suspensdo bacteriana de aproximadamente 1,5 x 108 bactérias/
mL foram inoculados em cada um dos pogos que continham 2 mL de caldo BHI e um substrato de
silicio por poco em uma placa para cultura de células (24 pocos). Apos o indculo, as placas foram

incubadas em estufa a 35° C durante trés diferentes tempos: 3h, 24 h e 96 h. Apds esse periodo, 0s

(83) 3322.3222
contato@joinbr.com.br

www.joinbr.com.br




i \JOIN

ENCONTRO INTERNACIONAL DE
JOVENS INVESTIGADORES

\, €DICAO BRASIL

substratos foram lavados com NaCl 0,85% duas vezes cada e prosseguiram para 0 processo de
coloragcdo com o kit para avaliacdo de viabilidade bacteriana LIVE/DEAD® BacLight™. Por fim,
as amostras foram submetidas a uma tenséo de cisalhamento, passando-se por uma placa de petri de
90 mm de diametro contendo solugcdo NaCl 0,85% em quantidade suficiente para cobrir a amostra
de silicio. Depois desta etapa, as amostras foram secas livremente ao ar e montadas em lamina para

visualizagdo através de microscopia confocal por varredura a laser (LSCM).
Anélise das micrografias obtidas por LF-CLSM

As imagens obtidas através da microscopia foram primeiramente exportadas em escala de
cinza e, entdo, binarizadas (o limiar de binarizagdo de 0,003). Depois disso, 0s elementos da
imagem (bactérias) foram identificados e a &rea de cada elemento foi calculada. Uma etapa de
eliminagdo de ruidos é realizada e a area total de todos os elementos é somada. Por fim, a area total
coberta pelos elementos é obtida através de soma e dividida pela area individual de uma bactéria
(em pixels) para estimativa do nimero de bactérias presentes. A area individual de uma bactéria foi

estimada através de andlise qualitativa das imagens, sendo fixada em 61,7 pixels.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas condicdes de temperatura e tempo de ataque testadas, superficies com diferentes graus
de rugosidade puderam ser obtidas. Através do processo de corrosdo, crateras e piramides foram
criadas na superficie do substrato, estas estruturas causaram as mudancas de rugosidade. Para
descricdo da rugosidade das superficies, dois parametros foram utilizados: a Rugosidade média (Ra)
e a Rugosidade média quadratica (RMS ou Rg). A partir dos valores de rugosidade obtidos por
microscopia de forca atdmica (AFM), pode-se afirmar que as amostras que permaneceram durante
mais tempo em solucdo de ataque (Si 70°C 60 min) apresentaram os maiores valores de Ra € RMS
dentre as condicOes testadas. Nessas amostras, algumas regibes apresentaram a presenca de
piramides muito grandes, da ordem de 1 a 2 um, enguanto o restante da superficie apresenta
elementos de algumas dezenas ou poucas centenas de hanémetros, resultando em elevados valores
de desvio padrdo. Para os substratos atacados durante 15 min em temperaturas diferentes, pode-se
observar valores muito proximos de Ra e RMS. Embora as superficies apresentem valores
parecidos, 0s maiores valores de rugosidade para as amostras atacadas a 60 °C podem ser devidos a

ocorréncia mais numerosa de piramides menores em relacdo as amostras atacadas a 70 °C durante o

mesmo tempo.
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Com base nos resultados de microscopia confocal, € possivel observar que para os tempos
de incubacdo de 3 e 24 h, o nimero de bactérias aderidas ndo é significativamente diferente entre
todos os tratamentos empregados. Entretanto, para o tempo de 96 horas, 0s tratamentos podem ser
agrupados em trés distintos padrdes: (i) Si limpo, (ii) Si 60°C 15 min e Si 70°C 15 min e (iii) Si
70°C 60 min. As amostras do atacadas por 15 minutos, com valores de Ra proximos a 7 nm,
apresentaram uma maior quantidade de bactérias aderidas, seguido das amostras atacadas a 70°C
durante 60 minutos (Ra ~170 nm) e pelos substratos de SiO2/Si apenas limpos (Ra ~ 0,2 nm).

Tabela 1 - Parametros de rugosidade para amostras com diferentes topografias
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Figura 1- Micrografias obtidas por AFM. (a) Figura 2 - NUmero de bactérias aderidas em
Substrato de SiO2/Si raw; (b) e (c) Si atacado funcdo do tempo para superficies com
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Na literatura, € comumente proposto que a correlacdo entre o aumento da retencdo de
bactérias e o aumento da rugosidade acontece em virtude de: maior disponibilidade de éarea
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superficial para adesdo, a protecdo de forcas de cisalhamento e aumento do transporte de massa
causados pelas caracteristicas topograficas. A adesdo das células microbianas sobre o relevo
presente pode aumentar também a area de contato entre célula e superficie, permitindo um aumento
da energia de ligacdo. Por outro lado, o custo a célula microbiana em termos de energia elastica ao
distorcer, assim como energia térmica do ambiente, pode resultar em uma barreira energética a
adesdo (Anselme et al., 2010). Staphyloccous aureus é uma bactéria Gram-positiva que possui cerca
de 1000 nm de diametro. Embora estas bactérias apresentem carga superficial negativa, a grande
presenca de &cidos teicoicos e lipoteicoicos na parede celular destas bactérias as confere um certo
carater hidrofobico (Helbig et al., 2016; Truong et al., 2010). Superficies que sofreram corrosdo
anisotropica apresentam uma caracteristica mais hidrofébica que aquelas que ndo passaram por este
processo. Esse aumento é decorrente da presenca das estruturas piramidais presentes formadas no
processo de corrosao (Xiu et al., 2007). A mudanca de energia da superficie provida pela formacgéo
das piramides pode contribuir para a adesdo de S. aureus, em virtude das caracteristicas
hidrofobicas da superficie bacteriana. O aumento da ades@o e colonizagdo das superficies com
valores de Ra proximos a 7 nm obtidos no presente trabalho pode ser decorrente da interacdo com
estruturas extracelulares. Estruturas como flagelos, pili e fimbrias, além de proteinas e carboidratos
presentes na parede celular, possivelmente, sdo capazes de otimizar a energia de ligacdo ao padrédo
topografico em escala nanometrica devido suas dimensdes diminutas. Alguns autores propdem que
as fimbrias podem mediar a resposta bacteriana a superficies com rugosidade na escala
nanométrica. Entretanto, o estudo do papel destas estruturas na adesdo a superficies

nanotopograficas ainda ndo foi contemplado na literatura. (Anselme et al., 2010).
CONCLUSOES

A analise de adesdo e crescimento microbiano em diferentes topografias mostrou que S.
aureus apresentou maior adesdo e crescimento em superficies de silicio com Ra de cerca de 7 nm. A
presenca de estruturas extracelulares pode contribuir para este aumento de adesdo. Entretanto,
experimentos com maior espaco amostral, maior variacdo topografica e a andlise de adesdo
bacteriana em tempo real devem ser realizados para maior entendimento do processo de adesdo

neste tipo de superficie.
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