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Resumo

Os procedimentos de lavagem, desinfeccdo e esterilizacdo de materiais
empregados em ambito hospitalar visam a reducdo de infeccbes cruzadas,
oferecendo assisténcia mais segura ao paciente. A Terapia Fotodinamica (TFD) é
eficiente para a eliminacdo de diferentes tipos de biofilme; contudo, ainda néo foi
testada quando ao potencial de descontaminacdo de materiais hospitalares.
Considerando o atendimento de pacientes com fratura exposta, foi proposto o uso
de uma bandeja para apoio ao membro fraturado para melhoria do procedimento
de antissepsia. Para construgdo desta bandeja, o aluminio 1100 (AL), o ago AlSI
304 (ACO) e o polipropileno (PP) foram os materiais propostos. Entretanto, os
mesmos nao foram testados em relacéo as possiveis alteragcdes microestruturais e
na citotoxicidade quando submetidos a esterilizacao ou desinfeccao sob diferentes
repetices e diferentes técnicas, o que simula o uso clinico. Desta forma, este
estudo objetivou avaliar o potencial da TFD com azul de metileno puro (AM) ou
adicionado de ureia (AM+ureia) como fotossensibilizador, para desinfeccdo dos
materiais que podem ser empregados para a construcédo da bandeja de apoio ao
membro fraturado, assim como avaliar os efeitos da TFD e do calor imido sob
diferentes repeticdes na microdureza e citotoxicidade destes materiais. Para tal,
este estudo foi dividido em trés fases experimentais. Na primeira, um biofilme de S.
aureus foi cultivado sobre amostras dos trés materiais (AL, ACO e PP) e, em
seguida, foram tratados com calor umido (autoclave, 121 °C, 30min), TFD com AM
(AM 100 pM) ou TFD com AM+ureia (AM 30uM e ureia 2M) com o0s tempos de
irradiacéo de 5 e 10 min. Para a TFD, foi empregado um laser (A=660 nm, P=100
mW, I= 111 mW/cm?; doses de 33,33 J/cm? ou 66,66 J/cm?, respectivamente).
Apos, a quantidade de biofilme foi avaliada. Na segunda fase, amostras dos
mesmos materiais foram submetidas aos tratamentos com calor imido e TFD com
AM por diferentes repeticdes (1, 4, 28 e 120 repeti¢cdes) e, em seguida, submetidas
aos ensaios de microdureza Vickers (AL e ACO) e dureza Shore D (PP). Na terceira
fase, amostras dos trés materiais foram tratadas com calor imido, TFD com AM e
TFD com AM+ureia por 1, 4, 28 e 120 repeticbes e, entdo, submetidas aos ensaios
de citotoxicidade direta e indireta com fibroblastos Vero. A andlise estatistica foi
realizada individualmente para cada variavel resposta obtida, sendo o nivel de
significancia estatistico adotado de 5%. A TFD com AM promoveu reducdo da
guantidade de S. aureus em todos os materiais, sendo maior quando efetuada por
10 min de irradiacdo. A TFD com AM-+ureia promoveu reducdo total dos
microrganismos em todos os materiais apds 10 min de irradiacdo. O calor umido
reduziu a microdureza Vickers do AL, apos 28 e 120 repeticbes, e do ACO apds
120 repeti¢cbes, assim como reduziu a dureza Shore D do PP apds 120 repeti¢cdes.
A TFD nao produziu alteragdes na microdureza de nenhum dos materiais testados
em quaisquer repeticdes. A andlise de citotoxicidade indireta evidenciou que o AL
€ citotoxico apos tratamento com calor umido por 120 repeti¢cdes, assim como o PP
apresenta citotoxicidade apés tratamento com TFD com AM+ureia apds uma unica
repeticdo. Foi possivel concluir que a TFD com AM é uma técnica promissora para
desinfeccdo de materiais empregados para uso hospitalar, sendo potencializada
com a adicdo de uréia 2M ao fotossensibilizador, com melhores efeitos quando
efetuada com tempo de irradiacdo de 10 minutos. Ainda, dos materiais avaliados,
0 aco AlSI 304 parece ser 0 mais apropriado para confeccdo da bandeja de apoio
aos membros a ser utilizada em ambito hospitalar, independentemente do método
de desinfeccao ou esterilizacdo adotado.



Palavras-chave: terapia fotodinamica, calor umido, biomateriais, citotoxicidade,
microdureza, biofilme.



ABSTRACT

The procedures of washing, disinfecting and sterilizing materials used in hospitals
aim to reduce cross-infections, offering safer patient care. Photodynamic Therapy
(PDT) is efficient for the elimination of different types of biofilm; however, it has not
yet been tested for the potential for decontamination of materials used in hospitals.
Considering the care of patients with open fractures, it was proposed to use a tray
to support the fractured limb to improve the antisepsis procedure. For the
construction of this tray, 1100 aluminum (AL), AISI 304 steel (STEEL) and
polypropylene (PP) were the proposed materials. However, they have not been
tested for possible microstructural and cytotoxicity changes when subjected to
sterilization or disinfection under different repetitions and different techniques, which
simulates clinical use. Thus, this study aimed to evaluate the potential of PDT with
pure methylene blue (AM) or added urea (AM+urea) as a photosensitizer, for
disinfecting the materials that can be used to build the support tray for the fractured
limb, as well as to evaluate the effects of PDT and moist heat under different
repetitions in the microhardness and cytotoxicity of these materials. To this end, this
study was divided into three experimental phases. In the first, a biofilm of S. aureus
was grown on samples of the three materials (AL, STEEL and PP) and then they
were treated with moist heat (autoclave, 121 °C, 30min), TFD with AM (AM 100 pM)
or TFD with AM+urea (AM 30uM and urea 2M) with irradiation times of 5 and 10
min. For PDT, a laser was used (A = 660 nm, P = 100 mW, | = 111 mW/cm?; doses
of 33.33 J/cm? or 66.66 J/cm?, respectively). Afterwards, the amount of biofilm was
evaluated. In the second phase, samples of the same materials were subjected to
treatments with moist heat and TFD with AM for different repetitions (1, 4, 28 and
120 repetitions) and then subjected to Vickers microhardness (AL and STEEL) and
Shore D hardness (PP). In the third phase, samples of the three materials were
treated with moist heat, TFD with AM and TFD with AM+urea for 1, 4, 28 and 120
repetitions and then subjected to direct and indirect cytotoxicity tests with Vero
fibroblasts. The statistical analysis was performed individually for each response
variable obtained, considering 5% as the statistical significance level. TFD with AM
reduced the amount of S. aureus in all materials, and the reduction was greater
when performed for 10min of irradiation. PDT with AM+urea promoted the total
reduction of microorganisms in all materials after 10min of irradiation. The moist
heat reduced the microhardness of the AL, after 28 and 120 repetitions, and of the
STEEL after 120 repetitions, as well as reduced the Shore D hardness of the PP
after 120 repetitions. TFD did not produce changes in the microhardness of any of
the materials tested. AL is cytotoxic after treatment with moist heat for 120
repetitions, just as PP presents cytotoxicity after treatment with PDT with AM+urea
after a single repetition. It was possible to conclude that PDT with AM is a promising
technique for disinfecting materials used in hospitals, and it is enhanced with the
addition of 2M urea to the photosensitizer, with better effects when performed with
a 10-minute irradiation time. Still, of the materials evaluated, AISI 304 steel seems
to be the most appropriate for making the support tray for limb to be used in
hospitals, regardless of the disinfection or sterilization method adopted.



Key words: photodynamic therapy, moist heat, biomaterials, cytotoxicity,
microhardness, biofilm.
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1. INTRODUCAO

A infeccdo hospitalar eleva os custos com a assisténcia, além do
afastamento do paciente do seu servico (SILVA, et al.,2017). E importante que os
materiais ou instrumentais passem pelo processo de lavagem, desinfec¢céo ou
esterilizacdo adequada, a fim de prevenir os riscos de infecgcbes nosocomiais
(BARBOSA, et al.,2017).

O avanco tecnoldgico trouxe o desenvolvimento de novas técnicas
cirirgicas e a fabricagdo de novos instrumentais e materiais sofisticados que, por
sua vez, necessitam passar por limpeza, desinfeccdo ou esterilizagdo para a
reutilizagdo (GRAZIANO; SILVA; PSALTIKIDS; 2014). Os materiais e
instrumentais classificados como criticos e semicriticos (em contado direto com o
paciente) devem passar por lavagem detalhada a fim de garantir a eficacia da
esterilizagéo e evitar a formacao do biofilme (PSALTIKIDIS; RIBEIRO, 2011).

O aumento dos indices de acidentes por automéveis e motocicletas
impacta de forma indireta no aumento de pacientes internados com fratura
exposta, o que eleva o risco de infec¢cdo 6ssea (CARVALHO, 2016; CAMARGO,
MAIA, 2017). A fratura exposta € ocasionada pelo alto impacto no momento do
trauma, caracterizando-se por rompimento da pele, partes moles e exposi¢ao
0ssea, que podem entrar em contato com a area externa contaminada, facilitando
o surgimento da infeccéo 6ssea (ZABEU et.al 2013).

Para assisténcia aos pacientes que tiveram fratura exposta, foi sugerido o
uso de dispositivo (bandeja) para apoio ao membro fraturado durante o
atendimento pela equipe de enfermagem. O apoio aos membros pode ser utilizado
durante o procedimento de antissepsia, oferecendo base e destino apropriado aos
liqguidos drenados e, desta forma, contribuir para reduzir o risco de infeccbes
Osseas (INOMATA, 2016). Este apoio é classificado como material semicritico e,
portanto, deve passar pelo processo de lavagem e esterilizagdo apés o uso. O
processo de lavagem, desinfeccéo e esterilizacdo é importante para evitar o risco
de disseminacéo de infec¢cdes. Contudo, a bandeja ainda ndo se encontra em uso
clinico pois trata-se de um dispositivo de grandes dimensdes que apresenta
dificuldades para esterilizacdo nos equipamentos comercialmente disponiveis e,

desta forma, h& a necessidade de se buscar métodos alternativos para tal.
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Os materiais propostos para a fabricacdo da bandeja para apoio ao
membro fraturado foram o aluminio 1100, o aco AISI 304 e o polipropileno (PP)
(INOMATA, 2016), tendo em vista que tais materiais apresentam caracteristicas
importantes para o manuseio, tais como possibilidade de limpeza, pouco peso,
facilidade de transporte, resisténcia mecéanica, dentre outras caracteristicas
(INOMATA, 2016). Contudo, dependendo do material empregado, o0s
procedimentos empregados para lavagem, desinfeccdo e esterilizacdo do
dispositivo, por sua vez, podem resultar no desgaste com o decorrer do tempo,
ocasionando um aumento de custos para sua reposicdo (LUCAS et al, 2018).
Desta maneira, encontrar um material apropriado e uma forma de desinfeccao
adequada para o dispositivo de apoio ao membro fraturado se faz necessaria para

sua implementacéo na rotina hospitalar.

A Terapia Fotodinamica (TFD) € o nome de uma terapia empregada para
eliminacdo de microrganismos; € realizada empregando-se trés agentes
principais: uma fonte de luz, um agente fotossensibilizador (FS) e oxigénio
molecular (da atmosfera). Simplificadamente, o efeito fotodinamico ocorre por
meio da absorcao de um foton da luz pela molécula de um FS, elevando o nivel
de energia desta, passando de So (estado fundamental) para S1 (estado excitado).
Neste estado, a molécula do FS podera emitir fluorescéncia e retornar para o nivel
So ou emitir calor, realizando a converséao interna entre sistemas e para o estado
excitado tripleto. Em seguida, podera ocorrer a reacao do Tipo |, no qual o
fotossensibilizador excitado transfere elétrons para um substrato oxidavel
(oxigénio molecular), formando radicais de cations ou anions citotéxicos, ou
podera ocorrer a reacdo do Tipo Il, na qual ha a formacéo do oxigénio singleto
gue reage com o substrato (tecido ou biofilme), levando também a morte celular
(ABRAHAMSE; HAMBLIN; 2016).

A TFD foi uma técnica sugerida no século XX, na cidade de Munique, por
Oscar Raab e seu professor Herman Von Tappiener, 0os quais observaram que a
exposicado da luz sobre corantes de acridina causava morte de protozoarios
(BAGNATO, INADA, FONTANA, 2008). Atualmente, a TFD tem sido empregada
para o tratamento de cancer, de infec¢des localizadas e inativar microrganismos
(MC COY, 2014; MAROTTI, 2013; LUCAS et al, 2018; ALMEIDA, SILVA, 2016).
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O uso da terapia fotodinamica (TFD) como agente desinfetante podera contribuir
para a reducéo das infecgcdes em ambito hospitalar, o que ainda néo foi testado.
O efeito da TFD sobre biofilme de Staphylococcus aureus, bactéria frequente na
pele, por meio da utilizagdo de um laser com comprimento de onda de 660 nm e
com a poténcia de 10 J durante 285 s, promoveu reduc¢do significativa do nimero
de bactérias (FREITAS et al., 2017).

Um dos fotossensibilizadores que podem ser utilizados durante a TFD € o
azul de metileno (A.M.), cuja molécula possui carga positiva e se liga a membrana
da bactéria (TARDIVO et al., 2005). O A.M. forma dimeros (duas moléculas juntas)
e aumenta os agregados através do aumento da concentracdo da solucéo, que
reduz a absorcdo do comprimento de onda de 664 nm para 610 nm. Em seguida,
ocorre 0 aumento da forca ibnica, que reduz a formacao do oxigénio singleto e da
atividade antimicrobiana (NUNEZ, et al.,2015). O uso da ureia com A.M. pode
potencializar o efeito antimicrobiano, pois a ureia leva a desagregacao do A.M., o
gual age sobre a membrana celular e solubiliza o biofilme (NUNEZ, et al., 2015;
SANAWAR, et al., 2018). A aplicacdo da TFD com o fotossensibilizador A.M.,
associado a ureia por 3 minutos, sobre o fungo Candida albicans, possibilitou a
reducdo do mesmo em torno de 80% (NUNEZ et al.,, 2015). O uso da TFD
apresenta vantagens como ser eficiente, rapida, ndo gerar calor e ndo causar

resisténcia bacteriana, tais como pode ocorrer com o uso de antibioticos.

Desta maneira, tendo em vista que o0s agentes de desinfeccdo e
esterilizacéo convencionalmente empregados em ambito hospitalar podem causar
desgaste aos materiais propostos para a construcdo da bandeja de apoio aos
membros, a TFD pode ser uma terapia promissora para desinfeccdo da mesma,
0 que ainda nao foi testado. Ainda, faz-se necessario encontrar uma forma de
realizar a TFD de forma acessivel e eficiente no interior do ambiente hospitalar, e
gue ndo gere desgaste ao material ou toxicidade aos tecidos expostos mesmo
guando efetuada em multiplas repeticdes, tendo em vista que a bandeja sera

reutilizada muitas vezes.

Considerando a escassez de trabalhos que verifiquem os efeitos
microestruturais e citotoxicos da terapia fotodinamica sobre os materiais sugeridos

para a confeccdo do apoio ao membro, assim como a sua eficacia em biofilme
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gue possa estar sobre este apoio, o que viabilizaria seu uso em ambiente

hospitalar, este estudo foi proposto.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é verificar o potencial da terapia fotodinamica com
azul de metileno como fotossensibilizador como meio para desinfetar os materiais
gue podem ser empregados para a construcdo do dispositivo (bandeja) de apoio
ao membro fraturado a ser utilizado no procedimento de antissepsia em ambiente

hospitalar.

2.1 Objetivos especificos

e Verificar os efeitos da TFD e do calor umido sobre biofiime de S.
aureus cultivado sobre aluminio 1100, aco AlISI 304 ou polipropileno;

e Avaliar se a adi¢ao de ureia ao azul de metileno altera o efeito da
TFD em biofilme de S. aureus;

e Verificar os efeitos na microdureza promovidos pela TFD e pela
esterilizacéo por calor umido quando efetuados por multiplas repeticdes;

e Verificar os efeitos da TFD e do calor tmido na citotoxicidade dos
materiais quando efetuados por multiplas repeti¢des;

e Encontrar o melhor material para a construcdo do dispositivo de
apoio ao membro (polipropileno, aluminio 1100 ou aco AISI 304) com base nos

efeitos promovidos pelas diferentes técnicas propostas.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 A bandeja utilizada durante o procedimento de antissepsia de membros
com fratura exposta

Com o aumento de acidentes automobilisticos e motociclisticos nos ultimos
anos, houve o aumento do numero de pacientes com fraturas expostas, que
elevou o risco de infeccdes em ambiente hospitalar (BRASIL, 2017).Um dos
tratamentos iniciais das fraturas expostas € a lavagem das lesdes com soro
fisiologico e degermantes em sala cirurgica (GIGLIO et al., 2015).

Buscando-se facilitar tal procedimento pela equipe de enfermagem, foi
proposta a construcdo de um dispositivo em forma de bandeja para apoio ao
membro fraturado. A bandeja de apoio ao membro foi proposta para ser utilizado
durante o procedimento de antissepsia em sala cirargica, oferecendo destino
apropriado aos liquidos drenados, uma vez que evita que respingos de secrecdes
caiam na mesa cirargica e no chdo. Desta forma, sdo minimizados o risco de
infeccdo e de queda pelos profissionais envolvidos. O uso da bandeja de apoio ao
membro demonstrou efetividade apos os testes de simulacao realizados em sala
cirargica (INOMATA, 2016). A Figura 1 mostra a bandeja de apoio ao membro
utilizado durante o procedimento de antissepsia.

Figura 1 Bandeja de apoio ao membro utilizada durante o procedimento de

antissepsia.

Fonte: INOMATA, 2016.
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Os materiais escolhidos para confec¢cdo da bandeja foram o aluminio (al.)
1100, o aco AISI e o polipropileno (PP). Tais materiais foram propostos por
promoverem praticidade durante o uso diario tais como leveza para manuseio pela
equipe e transporte de um ambiente para outro, resisténcia mecanica para
suportar o membro fraturado, assim como possibilitarem facil higienizacéo
(INOMATA, 2016).

A bandeja de apoio ao membro é classificada como material critico, por
entrar em contato com o tecido epitelial, a mucosa e o sistema vascular, e devera
passar pelo processo de esterilizacdo para a reutilizacdo. Até o presente
momento, ndo foram efetuados testes sobre os efeitos de diferentes formas de
esterilizacdo sobre a durabilidade da bandeja construida com os diferentes

materiais propostos.

3.2 Terapia Fotodinamica

A terapia fotodinamica (TFD) é o nome dado a terapia que se utiliza do
efeito causado pela interacdo da luz monocroméatica com um agente fotossensivel,
formando oxigénio singleto e radicais livres que interagem com uma célula alvo,
levando a inviabilizagdo celular (EDUARDO et al., 2015). A TFD teve inicio no
século XX, na cidade de Munique, por Oscar Raab, estudante de medicina e seu
professor Herman Von Tappiener, 0os quais observaram que a exposi¢ao da luz
sobre corantes de acridina causava morte de protozoarios. Em 1900, os médicos
Von Tappiener e Jesionek descobriram a necessidade do oxigénio molecular para
ocorrer reacao de fotossensibilizacdo. Sete anos depois essa terapia ficou
conhecida como TFD (PRATAVIEIRA et al., 2015; PERUSI, 2007).

O fotossensibilizador é formado por compostos quimicos que absorvem a
luz induzindo a reag¢des fotoquimicas, e sua descoberta ocorreu por volta de 1912,
pelo alem&o Frederich Meyer Betz, que obteve o0 primeiro caso de
fotossensibilizacdo humana. Em 1924, ocorreram 0s primeiros relatos de
fluorescéncia de porfirina em tumores malignos, que foram utilizadas por Auler e

Banza para tratar e diagnosticar doencas (MACHADO, 2000).

Swartz, em 1952, descobriu fatores que podem influenciar no efeito

citotoxico tais como: a dose do composto fotossensivel, o tempo de exposicédo a



-23-

luz e o intervalo entre a injecdo da droga e o inicio do procedimento de iluminacéo.
O desenvolvimento da técnica da TFD em humanos iniciou em 1953 e continua
até os dias atuais (PRATAVIEIRA et al., 2015). O inicio da utilizacdo da TFD no
Brasil ocorreu em 1998 em diversas areas, tais como na oncologia, ha odontologia
e na medicina veterinaria, tendo como alvos biolégicos células cancerigenas,
bactérias, virus e fungos (BAGNATO; INADA; FONTANA; 2008).

A acdo da TFD ocorre através da molécula do fotossensibilizador (FS,
corante) que absorve a energia (féton) da luz durante a irradiagéo. Esta molécula
fica excitada e muda o nivel de energia de Sy (estado fundamental) para o primeiro
estado excitado singleto S;, conforme representado através do diagrama de
Jablonski (Figura 2). A molécula possui o tempo de vida reduzido neste estado,
e pode retornar para o estado fundamental Sy, emitindo fluorescéncia (perdendo
energia) ou emitindo calor, realizando a conversao interna. Neste estado, a
molécula podera ir para o estado excitado tripleto (que tem maior tempo de vida,
da ordem de microssegundos), através do cruzamento intersistemas,
(ABRAHAMSE; HAMBLIN; 2016). No estado excitado tripleto, a molécula pode

voltar para o estado fundamental Sy emitindo fosforescéncia.

Figura 2 Diagrama de Jablonski.
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No estado tripleto, podem ocorrer 2 tipos de reacgdes: tipo | e [I. Em ambas,
ocorre a formacgéo das espécies reativas de oxigénio (EROS). Na reacéo do tipo |
ocorre 0 processo fotoquimico, no qual o fotossensibilizador excitado transfere
elétrons para o substrato oxidavel formando radicais de céations ou anions. O anion
reage com o oxigénio molecular produzindo superoxido (O,7) ou reduzindo 0 O,~
originando perdxido de hidrogénio (H,O,), o qual pode sofrer uma reducado e
produzir radicais hidroxilicos mais energéticos (OH) (ABRAHAMSE; HAMBLIN;
2016).

Na reacao do tipo Il, ocorre a formacédo do oxigénio singleto através da
transferéncia de energia do fotossensibilizador excitado para a molécula do
oxigénio, formando o oxigénio singleto e; com isso, ocorre o processo fotoquimico
(ABRAHAMSE; HAMBLIN; 2016). Os subprodutos das reac¢des do tipo | e do tipo
Il agem nas biomoléculas de virus, bactérias, fungos e parasitas, levando-as a
oxidacdo e, consequente morte celular, conforme demonstra a Figura 2
(ABRAHAMSE; HAMBLIN; 2016)

O fotossensibilizador deve apresentar as seguintes propriedades: ser facil
para sintetizar, ser de baixo custo, ter um efeito citotoxico minimo na auséncia de
luz, ter estabilidade e vida util, ser solivel em agua, agir na célula alvo, apresentar
baixo efeito colateral, ter um alto coeficiente de extingcao (absortividade molar), ter
uma penetracao profunda na presenca da luz e ter um pico de absorgao na regido
do espectro vermelho e infravermelho proximo, entre 650 nm e 800 nm, (espectro
das principais fontes de luz disponiveis comercialmente). O sucesso da terapia
fotodinamica depende da quantidade do fotossensibilizador, da iluminacédo, da
fotoativagdo do fotossensibilizador e da eficiéncia quéantica da formacao do
oxigénio singleto (ABRAHAMSE, HAMBLIN, 2016).

O fotossensibilizador azul de metileno (A.M.) tem sido amplamente utilizado
para o tratamento antibacteriano, pois desempenha eficiéncia por ser catidnico
(ABRAHAMSE, HAMBLIN, 2016). Alem disso, trata-se de um corante bastante
interessante por sua facil disponibilidade, alta eficiéncia e baixo custo quando
comparado a muitos outros FS utilizados. O azul de metileno pertence ao grupo
da fenotiazina, e apresenta caracteristica fotoquimica durante a iluminacao, pois

possui alto rendimento na produgéo do oxigénio e de EROS. Em 1876, o azul de



- 25 -

metileno foi utilizado na microbiologia pela primeira vez, pelos cientistas Robert

Koch e Paul Ehrlich em estudos contra microrganismos (TARDIVO et al., 2005).

A fotoativacdo leva a molécula do azul de metileno, que possui carga
positiva, a ligar-se a membrana da mitocéndria, que é carregada negativamente.
Esta ligag&o resulta no apoptose e morte celular. O azul de metileno como agente
fotossensibilizador € empregado para inativacdo de fungos, virus, bactérias e
células do cancer, e esta inativacao ocorre atraves das reacdes do tipo | e do tipo
Il (TARDIVO et al., 2005; NUNEZ, 2007; PETRELLIS, 2014).

O corante A.M. forma agregados e dimeros que, durante a TFD, resultam
na reducdo do coeficiente de extincdo de 664 nm para 610 nm, com reducdo da
formacdo do oxigénio singleto e, consequente reducdo da acao antimicrobiana.
Os agregados e mondmeros promovem comportamentos fotoquimicos diferentes.
Os agregados estao relacionados com a reacdo de transferéncia de elétron e os
mondmeros atuam na transferéncia de energia ao substrato que ocorre na reacéo
tipo Il (NUNEZ, et al. 2015).

Desta maneira, buscando-se aumentar a efetividade da TFD com A.M., foi
proposta a adicdo de ureia. A ureia associada ao corante azul de metileno
enfraquece a ligacédo hidrofébica, aumentando a tensdo superficial da agua e
reduzindo a polaridade, além de promover a desagregacédo do azul de metileno
(NUNEZ, et al. 2015). A ureia auxilia na remocé&o do biofilme, tornando-o solavel.
Age prejudicando a membrana celular e inibe os agregados de proteina, atraves
do desdobramento delas pela interrupcéo da cadeia de hidrogénio, do amido e os
grupos de carbono (SANAWAR, et al. 2018; RAMUSSEN, et al. 2015).

Nos ultimos anos, a resisténcia bacteriana a antibioticos tem se tornado um
problema para a saude. Parasca e Calin (2009) relatam que o tratamento
antimicrobiano com a TFD tem demonstrado eficiéncia, além de ser um método
rapido e ndo invasivo. Em relagdo a bactéria Staphylococcus aureus (S.aureus),
muito frequente nas infeccoes de pele em ambito hospitalar, alguns estudos
mostram resultados positivos. Miyabe et al., (2011) utilizaram o comprimento de
onda de 660 nm, com 10 J de energia por 285 segundos e o fotossensibilizador
azul de metileno na concentracdo de 3 mM, sendo observada redu¢do do numero

de bactérias de 6,29 log;, CFU/mL quando comparado ao grupo controle. Biel et
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al., 2011 utilizaram o comprimento de onda de 664 nm durante 400 segundos,
sendo testadas 2 concentracbes de azul de metileno, além de diferentes
parametros de irradiacao: 300 ug/mL de A.M. com irradiancia de 100 mW/cmz e
500 pg/mL a 6 mW/cm? com densidade de energia de 60J/cm? e 55 J/cm?,
respectivamente. Os autores observaram reducéo significativa da quantidade de
bactérias de 6,67 log,, € 7,39 log.o, respectivamente para ambos o0s grupos
experimentais. Freitas et al. (2017) utilizaram o comprimento de onda de 660 nm
sob irradiancia de 25 mW/cm?, poténcia 70 W e densidade de energia de 10 J/cm?
em 3 concentragbes de azul de metileno (0,1%, 0,3% e 0,5%). Os autores
observaram reducéo de 54,9%, 39% e 37,4%, respectivamente. Rosa et al. (2015)
utilizaram o comprimento de onda de 660 nm, poténcia de 40 mW, durante 3
minutos sobre azul de metileno e observaram reducéo de 4,46 log,, comparado

com o grupo controle.

A terapia fotodinamica age sobre a matriz do biofilme, podendo ultrapassar
a substancia polimérica extracelular, atingindo a célula bacteriana (HU et al.,
2018). De acordo com o tipo do fotossensibilizador utilizado no processo
fotodindmico, ele pode ligar-se a superficie da bactéria ou atravessar a
membrana, resultando na degradacao da matriz do biofilme e na desintegracdo
das células (HU et al., 2018). A TFD tem sido utilizada ndo sé para o tratamento
antibacteriano, mas para a realizacéo de desinfeccéo de superficie de materiais e
para a desinfeccdo do sangue (DEMIDOVA; HAMBLIN; 2006). Considerando
estes estudos, motiva-se a investigacdo sobre os efeitos da TFD quando
empregada para desinfeccdo da bandeja para apoio de membros, objetivo

principal do presente estudo.

3.3 Processo de limpeza dos instrumentais cirirgicos

A limpeza realizada em instrumentais cirdrgicos reduz a carga dos
microrganismos em 99,99%, sendo indicada para todos os materiais. Para tal,
utiliza-se a 4gua deionizada com pH ajustado para ndo ocorrer a deterioracéo e o
aparecimento de corrosdo no instrumental. O detergente enzimatico utilizado
reduz a tensao superficial da agua (gotas esféricas sobre o material) ao mesmo

tempo que auxilia na remocédo das proteinas (presentes no sangue, no tecido e
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no muco). Os detergentes se caracterizam por serem atoxicos, com acao
imediata, além de serem soluveis, terem alta penetracdo e ndo serem corrosivos.
Ainda, possuem compatibilidade com os materiais cirdrgicos, tém estabilidade,
possuem baixo custo e sdo biodegradaveis. O tempo de submerséo do detergente
deve seguir as instrucoes do fabricante (POSSARI, 2011; BRASIL, 2012;
SOBECC, 2017).

Para limpeza, os materiais contaminados deverdo ser separados em
pesados, cortantes e leves. A lavagem pode ser feita de forma manual ou por
lavadoras ultrassénicas, devendo ser rigorosa, através de jatos de agua sobre o
material, utilizando uma escova, para facilitar a remocéo da sujidade (POSSARI,
2011; CDC, 2017; SOBECC, 2017; LABNEWS, 2018). A limpeza automatizada
pode ser efetuada através de 2 modelos de equipamentos: a base de jato de agua
sob pressédo que acompanha a termo-desinfecc¢do no final do ciclo de limpeza, e
a lavadora ultrassoénica (SOBECC, 2017; CDC, 2017).

A lavagem de materiais constitui uma etapa primordial para a eficacia do
processo de desinfeccéo e esterilizacdo. O biofilme pode formar em instrumentais
mal lavados, e este pode disseminar infeccdo ao paciente (BRASIL, 2009;
SOBECC, 2017). O inicio da formac¢éo do biofilme ocorre através da adeséo da
célula bacteriana a superficie. Depois, inicia-se o processo de colonizagao,
seguido da formacé&o de microcolbnias, diferenciando em macrocol6nias envoltas
por uma matriz de polissacarideos. Entao, inicia-se o processo de maturacao,
onde as camadas externas do biofilme liberam células em estado livre, que podem
dispersar-se rapidamente e multiplicar, colonizando novas superficies (LOPES,
2016).

3.4 Classificacdo de materiais/instrumentais cirurgicos de acordo com o
risco de infecgdo envolvida durante o uso

Os materiais ou instrumentais cirargicos foram classificados, de acordo
com o risco de infeccdo envolvida durante o uso, em materiais criticos,
semicriticos e néo criticos, por Earle H. Spaulding, com a finalidade de reduzir a
infecc@o hospitalar (CDC 2009; PADOVEZE; GRAZIANO, 2011). Os criticos sao

constituidos por material ou instrumental que entram em contato com a mucosa,
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tecido subepitelial e sistema vascular, e tém alto potencial de risco de infeccéo,
devendo passar pelo processo de esterilizacdo com a finalidade de evitar a
transmissao de infeccao durante o uso (PADOVEZE; GRAZIANO, 2011).

Os materiais semicriticos sdo aqueles que entram em contato com o tecido

estéril ou sistema vascular e tém um risco potencial intermediario de infeccao,
devendo passar pelo processo de esterilizacdo (CDC, 2017; PADOVEZE;
QUELHAS; NAKAMURA, 2011). Em contrapartida, os materiais ndo criticos sao

constituidos por aqueles que entram em contato com a pele integra ou ndo entram

em contato direto com o paciente, e apresentam um baixo risco de transmissao
de infeccdo. Se houver a contaminacdo com a matéria organica, devera ser
realizada uma desinfeccdo de baixo nivel, na qual ocorre a eliminacdo de
bactérias, virus e fungos, mas ndo se eliminam micobacterias ou esporos
bacterianos. Quando ndo ocorre o contato com o paciente, uma limpeza é
suficiente (PADOVEZE; GRAZIANO, 2011).

3.5 Desinfeccéao

A desinfeccdo € o0 processo que elimina todos os microrganismos dos
materiais, instrumentais e superficies (equipamentos e mobilias utilizados na
assisténcia a saude). A escolha do desinfetante é de acordo com o tipo de
material, seja ele critico, semicritico ou ndo critico (SOBECC, 2017;
PSALTIKIDS,2011; BRASIL, 2010).

Os desinfetantes devem reduzir a carga de microrganismos em 3 logq pelo
tempo de 30 segundos, e de 5 log;o a 6 log;o pelo tempo de 5 a 10 minutos,
guando utilizado em materiais semicriticos. O desinfetante deve ter acéo sobre os
esporos bacterianos, pois estes materiais devem estar isentos de infec¢ao devido
ao contato com os tecidos nao integros. O processo de desinfeccao realizado de
forma inadequada pode apresentar risco de transmisséo de infeccdo durante o
uso (MAZZOLA, et al., 2009).

Os métodos de desinfeccdo de produtos para a saude podem ser
realizados através do processo térmico (calor) ou por agentes quimicos
(PSALTIKDS, 2011). Os esporos sao utilizados para testar a eficacia de
desinfeccdo por apresentarem resisténcia ao calor (de 3 °C a 95 °C), a radiacao

e aos tratamentos quimicos (SONI, et al., 2016).
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Os desinfetantes séo classificados em baixo nivel, nivel intermediario e alto
nivel, de acordo com o contato com os tecidos durante os usos descritos a seguir
(CDC, 2011; RUTALA; WEBER, 2019; SOBECC, 2017; PSALTIKIDS, 2011):

¢ Desinfetante de baixo nivel: penetra apenas através das membranas de
bactérias vegetativas e destroem virus lipidicos e alguns nao lipidicos. Sdo
indicados para os materiais nao criticos;

e Desinfetante de nivel intermediario: penetra na membrana celular das
micobactérias com alto teor de material lipidico, bactérias vegetativas, fungos,
virus lipidicos e néo lipidicos, € indicado para materiais ndo criticos;

¢ Desinfetante de alto nivel: atravessa a parede dos esporos bacterianos,
micobactérias e bactérias vegetativas, e sao utilizados para materiais semicriticos.

A acdo da desinfeccdo pelo método quimico pode ser ineficaz (SOBECC,
2017; PSALTIKIDS, 2011), considerando que os materiais com superficie porosa
apresentam dificuldade de remocéo de sujidades. Ainda, a quantidade da matéria
organica (sangue, muco, fezes, sais) no material pode ser tal que reduz a acao do
desinfetante. Ressalta-se que o0 tempo e a temperatura de exposicao irdo
depender do tipo do desinfetante.

Os desinfetantes quimicos compreendem o &cido peracético, aldeidos,
solucdes cloradas e o alcool. O glutaraldeido é um dialdeido com amplo espectro
de acao, e tem pH acido, ndo sendo esporicida. Porém, com o acréscimo de um
agente alcalinizante, com pH entre 7,5 e 8,5, passa a ter acao esporicida. A acao
ocorre atraves da alquilacéo de radicais sulfidril, hidroxil, carboxil e do grupo amino
de microrganismo, com alteragdo no DNA, RNA e na sintese proteica. O tempo
de ativacdo tem variacdo de 2 a 10 minutos (SOBECC, 2017). Este agente
apresenta as seguintes desvantagens: se fixa a matéria organica residual e pode
obstruir o lumen de materiais hospitalares e é toxico para o profissional e ao
paciente, podendo causar irritagdo do trato respiratorio (SOBECC, 2017;
PSALTIKDS, 2014).

O uso do acido peracético para desinfeccao é efetivo por apresentar acao
em bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos, utilizando o tempo de 5
minutos. Atua através da desnaturacdo das proteinas, o que leva a ruptura da
parede celular, oxidando as proteinas, as enzimas e outros metabdlitos.

Apresenta a vantagem de possuir baixa toxicidade para a manipulacdo e, como
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desvantagem, produz a corrosdo em materiais metélicos (SOBECC, 2017;
PSALTIKDS, 2014).

O peroxido de hidrogénio produz os radicais livres que agem na membrana
lipidica e no DNA. Apresenta acao esporicida em 6 horas, micobactericida em 20
minutos, fungicida e virucida em 5 minutos e bactericida em 3 minutos. E
contraindicado para o uso em aparelhos endoscoépicos por alterar a coloracédo da
parte metalica (SOBECC, 2017; PSALTIKDS, 2014).

A solucao clorada, conhecida como hipoclorito, leva a oxidacao de enzimas
e aminoacidos, perda dos componentes celulares e quebra do DNA. Na solucao
com concentracdo de 100 ppm, a acdo microbicida leva 10 minutos. A acgéo
virucida ocorre com a solucéao a 200 ppm em 10 minutos e a a¢do esporicida na
concentracdo de 5000 ppm em 10 minutos. Necessita de enxague abundante
(SOBECC, 2017).

O uso do élcool etilico como agente desinfetante apresenta eficacia na
concentracdo entre 60% a 70%. Este agente possui acdo bactericida em 10
segundos e virucida em 30 segundos. O alcool isopropilico tem uma agdo menor
sobre virus néo lipidicos. O uso do &lcool em materiais de borracha pode levar ao
endurecimento, dilatagdo e danificar instrumentos 6ticos (SOBECC, 2017).

A solucdo de quaternario de amoénio age por meio da inativacdo das
enzimas, desnaturacao das proteinas celulares, causando a ruptura da membrana
celular. Tem acdo microbicida, virucida contra virus lipidicos e fungicida.
Apresenta vantagem de possuir baixa toxicidade e alta compatibilidade (SOBECC,
2017).

A acédo dos fendis ocorre através da inativacdo de enzimas essenciais e
perda de metabdlitos da parede celular. Apresentam acao fungicida, bactericida e
virucida. O contato com a pele causa despigmentacéo, devendo-se utilizar luvas
ao manusear estes produtos (SOBECC, 2017).

A desinfeccdo quimica pode ser realizada através do sistema automatizado
ou de forma manual. A termodesinfetadora € indicada para materiais resistentes
a temperatura do aparelho. Funciona através de jatos de 4gua sob pressao
(turbilhonamento) e detergente, com ciclos alternados de agua fria e agua quente,
a temperatura de 93 °C, durante 10 a 60 minutos. Para garantir a eficicia deste

procedimento, € necessério o monitoramento do processo através da fita com
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indicadores (BRITTO, 2019). A eficiéncia aumenta com a disposicdo adequada
dos materiais no aparelho.

A lavadora de descarga € utilizada para a desinfetar utensilios como
papagaio, comadre, cubas e bacias. Os dejetos sdo desprezados diretamente na
rede de esgoto e este tipo de desinfec¢do pode ser realizado no setor de expurgo
hospitalar (SOBECC, 2017).

Sédo feitas as seguintes recomendacfes para a desinfecdo eficaz
(SOBECC, 2017; PSALTIKDS, 2014):

e O processo de desinfecgdo deve ser realizado em sala apropriada, na
Central de Material e Esterilizac&o, para garantir o funcionamento adequado como
ventilacdo, &gua apropriada, processo de secagem com ar comprimido e
embalagem apropriada;

e Todos os materiais devem passar pelo processo de limpeza antes de
realizar a desinfeccéo e esterilizacdo para garantir a eficiéncia do processo.

¢ O desinfetante quimico deve ser registrado na Anvisa e a diluicéo
deve seguir a instrucao do rétulo do produto.

e Utilizar equipamentos de protecéo individual para o manuseio.

3.6 Esterilizagao

A esterilizacao ja era utilizada desde tempos antigos, por volta de 1450 a.C.
As doencas eram combatidas através do vapor do cozimento dos alimentos,
processo iniciado por Nicholas Appert no século XVIII (NAGAROTO, PENNA,
2006; SCHAWAAB, et.al., 2016; SKELLIE, 2017).

A partir do século XX, o desenvolvimento e aprimoramento das técnicas
cirdrgicas levaram ao desenvolvimento hospitalar, dos servicos de diagnosticos,
com a fabricacdo de materiais e equipamentos complexos 0s quais exigiam
limpeza e esterilizagdo especificas A aquisicdo de materiais complexos novos
elevaram os custos, resultando na necessidade de reutiliza-los. O processo de
desinfeccdo e esterilizacdo deve ser realizado no préprio hospital, onde sao
usados mais frequentemente. Isso originou a Central de Material e Esterilizacéo,
gue viabiliza a distribuicdo, o controle e a guarda do material ou instrumental
utilizado em procedimento cirtrgico (GRAZIANO; SILVA; PSALTIKIDS, 2014).
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A esterilizacdo é o processo de destruicdo das formas de vida microbiana,
gue podem ser virus, fungos e bactérias na forma vegetativa ou esporulada,
através da termocoagulacao e a desnaturacédo de enzimas e proteinas estruturais
da célula microbiana, a um nivel considerado seguro (GRAZIANO; SILVA,
PSALTIKIDIS, 2014; LUQUETA; SANTOS; PESSOA, 2016).

Apobs passar pelo processo de esterilizacdo, o nimero de microrganismos
considerado seguro que podem estar presentes no material € representado pela
sigla SAL (Sterilization Assurance Level) e sao expressos por 10", que é o nivel
de microrganismos viaveis apos passar pelo processo de esterilizacéo. O valor de
107% corresponde a 1 microrganismo viavel em 1.000.000. Para materiais
hospitalares, séo utilizados os valores de 107 e 10 ¢, os quais foram definidos de
acordo com a area do corpo que o material ou instrumental entrara em contato. O
indice de SAL de 107° é utilizado para equipamentos médicos e instrumentais que
entram em contato com os tecidos, sistema vascular, além de implantes
cirrgicos. Para materiais que entram em contato com o tecido integro, pode ser
utilizado o SAL de 1073, que equivale a 1 microrganismo viavel para 1000
(1ISO11137-1,2006).

A escolha do método de esterilizagdo é feita de acordo com o tipo de
material, e pode ser realizada através de métodos fisicos (calor umido, calor seco),
radiacdo ionizante (radiacdo gama e cobalto), métodos quimicos (glutaraldeido,
acido peracético e formaldeido) e fisico-quimicos (6xido de etileno, plasma de
peroxido de hidrogénio, vapor em baixa temperatura) (GRAZIANO; SILVA;
PSALTIKIDIS, 2014; LUQUETA; SANTOS; PESSOA, 2016). Os materiais
classificados como termossensiveis sdo aqueles que sofrem danos quando
expostos a temperatura do calor umido, isto é, em torno de 121 °C a 132 °C.
Desta forma, os mesmos podem ser esterilizados pelo método fisico-quimico, isto
€, pelo oxido de etileno, gas plasma de peroxido de hidrogénio e formaldeido
(MORIYA, 2011).

A esterilizagcéo pelo 6xido de etileno € utilizada desde 1950 e caracteriza-
se pelo alto poder de penetracdo em uma temperatura baixa. Nao causa corrosao
e nao danifica os materiais. A acdo ocorre através da alquilagcdo de proteinas

microbianas e apresenta eficacia no processo de esterilizacdo para materiais
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termossensiveis, sendo muito utilizada para esterilizar produtos médico-
hospitalares (COUTO, 2011). Contudo, este tipo de esterilizacéo é realizado por
empresas terceirizadas, pois necessita de cuidados especiais durante a
manipulagdo, considerando que o Oxido de etileno € toxico, carcinogénico e
teratogénico, além da probabilidade de induzir alteracbes genéticas, doengas
neurologicas e respiratorias (SOBECC, 2017; SILVA et al, 2005; MORIYA et al.,
2011). Para esterilizacdo, a concentracao do oxido de etileno devera estar entre
450 mg/L a 1200 mg/L, a temperatura devera estar entre 37 °C a 63 °C, a umidade
relativa entre 40% a 80% e o tempo de exposicdo podera ser de 1 a 6 horas
(BARBOSA; SARTORI, 2017; SOBECC, 2017).

A esterilizacdo por formaldeido é indicada para materiais termossensiveis.
Caracteriza-se por conter substancias carcinogénicas e explosivas e, por isso,
deve ser utilizada fora do ambiente hospitalar de acordo com as normas da
vigilancia sanitaria (BORINI, 2016). O formaldeido € um géas incolor téxico e
carcinogénico, proveniente da formalina a 37% ou de pastihas de

paraformaldeido, e pode ser utilizado como agente desinfetante ou esterilizante.

O processo de esterilizacdo por gas plasma de peréxido de hidrogénio é
indicado para materiais criticos termossensiveis como cateteres, instrumentos
ortopédicos, endoscoépios, laparoscépicos, instrumentos cirlrgicos, enddcrinos,
dentre outros. E incompativel com celulose e liquidos. Apresenta vantagem por
ser um método eficiente, rapido e com baixa toxicidade (BARBOSA; SARTORI,
2017; MORIYA et al., 2011).

3.6.1 Esterilizagdo através do calor umido da autoclave

A forma mais utilizada para esterilizar os materiais criticos e semicriticos
termorresistentes, no ambiente hospitalar, € o calor tmido, pois apresenta grande
eficiéncia. A acédo do calor leva a coagulacdo das proteinas, a destruicdo das
membranas e enzimas celulares devido a eliminagéo das liga¢des de hidrogénio.
A esterilizacdo por calor umido ocorre em tempo e temperatura inferiores as do
calor seco (estufa) (BRITO, 2002; NAGAROTO PENNA, 2008; PADOVEZE;
QUELHAS; NAKAMURA, 2011; SOBECC, 2017).
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O ciclo de esterilizacdo por calor iumido em autoclave compreende as
seguintes fases: drenagem do ar interno, admissao, exaustao do vapor e secagem
dos materiais no interior da camara (PADOVEZE; QUELHAS; NAKAMURA,
2011). A presenca do ar dificulta a penetracdo do vapor nos materiais de forma
adequada. Para garantir o funcionamento apropriado da autoclave é necessario o
uso do indicador bioldgico, o qual demonstra a presenca de falhas no
fornecimento do calor da autoclave (CDC, 2009; SOBECC, 2017).

A esterilizacéo pelo calor umido apresenta caracteristicas favoraveis como
seguranca, eficiéncia e rapidez, sendo a penetracéo do calor no material de forma
satisfatéria. E econdmica, além de apresentar facilidade de controle e
monitoramento. A temperatura utilizada para a esterilizagdo é de 121 °C a 132
°C, com variacdo do tempo. As desvantagens sao devidas a producéo da corrosao
em instrumental metalico devido ao alto teor de oxigénio, e ndo poder esterilizar
artigos termossensiveis, 6leos e pos (GRAZIANO, SILVA, PSATIKIDIS, 2014;
TIPPLE et al., 2011; BARBOSA, SARTORI; 2017; LUQUETA et al., 2016;
SOBECC, 2017).

A autoclave é classificada de acordo com o tipo de remocdo do ar
(SOBECC, 2017) em:

*Remocgao gravitacional, em que o ar € removido através da gravidade. Ao
iniciar a formacao do vapor, o ar frio sai por um dispositivo localizado na parte

inferior da camara;
*Remocéo dindmica do ar, a qual pode ser feita por 2 modelos de autoclave:

e Autoclave de alto vacuo: o vacuo é formado no inicio do ciclo

removendo o ar e 0 vapor penetra instantaneamente. Este processo
€ mais rapido e eficiente;

e Autoclave com pulsos de pressurizacdo: trabalha em torno de 132

°C a 135 °C, em gue o funcionamento ocorre através de pulsos de
vacuo removendo o0 ar da camara e pulsos de vapor levando ao
aquecimento rapido do material a ser esterilizado. A temperatura

poderd ser programada no valor de 121 °C, 123 °Ca 132 °C ou 135
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°C; o tempo depende do tipo de artigo e do tipo de remocao do ar

da autoclave, conforme demonstra a Tabela 1 (SOBECC, 2017).

Tabela 1- Tempo de esterilizacdo de acordo com o tipo do material e o tipo de
remocdo do ar da autoclave.

Tipo de Tempo de Tempo de Tempo de
artigo/ exposicao a exposicao a exposicao a
remocé&o do 121°C 132°C 135°C

ar

Instrumentos e utensilios embalados:

Gravitacional 30 15 10
Dinamica - - -

Pacotes de tecidos:
Gravitacional 30 25 10

Dinamica - 4 3

Itens n&o porosos desembalados:
Gravitacional - 3

Dinamica - 3

Itens porosos e ndo porosos misturados e uma mesma carga:
Gravitacional - 10 10

Dinamica 4 3

Fonte: Padoveze, Quelhas, Nakamura, 2011.

A agua utilizada para a esterilizagdo em autoclave deve ser destilada, pois
a agua comum pode estar contaminada com residuos organicos e pode ocasionar
a corrosdo dos materiais, além de contaminar o material (SOBECC, 2017).
Durante o processo de esterilizacado sao realizados monitoramentos através de

testes com indicadores quimicos.

3.6.2 Monitoramento da efetividade da esterilizagdo em autoclave através
dos indicadores quimicos

Os indicadores quimicos e biolégicos indicam falhas no processo de
esterilizacdo e garantem a qualidade da esterilizacdo. Os mesmos sao

classificados em:
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eClasse | - é caracterizado pelo uso da fita zebrada na parte externa do
pacote a ser esterilizado. E preconizado o uso em todos os pacotes e caixas de
instrumental cirdrgico, para diferenciar os materiais esterilizados dos nao
esterilizados. A fita muda de cor ap0s passar pelo processo de esterilizacdo
(TIPPLE, et al, 2011; SILVEIRA, 2014; SOBECC, 2017);

e Classe Il (Bowie-Dick) - indicado para medir a eficacia do sistema de
vacuo da autoclave. E utilizado para verificar a presenca de gases no
condensaveis, 0os quais ocorrem quando existe falha na remocdo do ar, 0 que
caracteriza falha no sistema de vacuo fracionado. Se a tinta da fita do indicador
guimico ndo escurecer de forma uniforme, indica que houve a formacao de
bols6es de ar ou gases ndo condensaveis e, entdo, a autoclave ndo deve ser
utilizada.

e Classe lll — indicador que reage com a temperatura.

e Classe IV — indicadores multiparamétricos, designados para reagir com
dois ou mais parametros criticos do ciclo de esterilizacao: a temperatura e tempo
de exposicao.

e Classe V —indicador interno que monitora a temperatura, 0 tempo minimo
de exposicao e a qualidade do vapor, que deve ter 95% de umidade.

e Classe VI — reage como todos os parametros criticos de um ciclo

especifico de esterilizagéo.

3.6.3 Monitoramento bioldgico do ciclo de esterilizagdo em autoclave
Os indicadores biolégicos sao preparados com esporos bacterianos, em
torno de 10® UFC por unidade de papel-filtro. Os mesmos s&o utilizados para o

controle do ciclo de esterilizacéo e sao divididos em 3 geracoes:

e primeira geracdo: é colocado no interior da autoclave durante o ciclo de
esterilizac&o e avaliado no laboratério de microbiologia através da leitura realizada
apos 168 horas (SOBECC, 2017; SANTOS et al., 2018);

e segunda geracdo: é autocontido, caracterizado por um suporte contendo
0s esporos localizados no fundo do frasco com um indicador e uma fita externa

colorimétricos (que muda a cor de amarelo para roxo apos passar pelo processo
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de esterilizacdo). O frasco € avaliado ap6s o periodo de incubacao de 48 horas, a
temperatura de 37 °C ou 56 °C (SOBECC, 2017; SANTOS et al., 2018).

e terceira geracdo: € autocontido, difere do indicador da segunda geracéo
pela metodologia, pois tem a interacdo da enzima D-glicosidase que esta
associada a germinacdo do esporo bacteriano sobrevivente, com um substrato
fluorescente presente no meio de cultura. Apds passar pelo processo de
esterilizacdo, deve ser colocado na incubadora por periodo de 1 a 3 horas na
temperatura de 37 °C a 56 °C; a leitura do resultado é feita por meio da incidéncia
de luz ultravioleta (SOBECC, 2017; SANTOS et al., 2018).

3.6.4 Ciclo de esterilizagcéo de uso imediato — Flash

Este tipo de esterilizac&o é utilizado para uso imediato e possui a finalidade
de atender imprevistos como queda acidental do material. Nado se pode utilizar
este tipo de esterilizacdo no material que obteve contato com secrecoes e tecidos
do paciente, assim como em materiais implantaveis. No ciclo de esterilizacao
flash, podem-se ajustar valores de tempo e temperatura de acordo com a
especificidade da autoclave, sendo o periodo mais empregado de 3 minutos a 134
°C. Apds o uso, deve ser anotado na folha de registro, com data, hora e o material
esterilizado de acordo com a RDC n.15/2012 (SOBECC, 2017; ESTHER; PILAR,
2017).

3.7 Staphylococcus Aureus

O S. aureus é uma bactéria gram positiva, classificada como célula
procaritica (VERMELHO; BASTOS:; SA, 2007). As células procariéticas ndo
apresentam nucleo, possuem membrana plasmatica, DNA, RNA, ribossomos
localizados no citoplasma, flagelo, fimbria ou pili e cromossomo circular. A
membrana plasmatica é composta por uma estrutura fina, com lipidios e alto teor
de proteinas, com varias funcdes e atividades bioquimicas. A membrana tem a
funcdo de selecionar e compartimentalizar a célula, separando-a juntamente com
as outras estruturas celulares do meio extracelular (VERMELHO; BASTOS; SA,
2007). A parede celular, que envolve a membrana, é composta por um

peptideoglicano com &cidos tecoicos e lipoteicoico. Nas bactérias gram positivas,
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a parede celular é uma estrutura espessa. O S. aureus é composto por proteina
A, que interage com varias moléculas do hospedeiro como imunoglobulinas,
cininogénio e a-macroglobulina durante a infec¢do (VERMELHO; BASTOS; SA,
2007). Os &cidos teicdicos sdo componentes principais da parede celular,
(compreendem 30 a 50%), e no S. aureus estd presente o acido N-
Acetilglicosamina (MURRAY; ROSENTHAL, PFALLER, 2006).

E uma bactéria anaer6bia, ndo esporulada, pertencente a familia
Micrococcacea, que possui 33 espécies (DOMINCIANO, 2015). Estas bactérias
apresentam tamanho aproximado de 0,5 a 1,5 um de didmetro e sdo imoveis.
Podem apresentar-se em diversas formas, aos pares, em cadeias, agrupadas de
forma irregular, com aspecto semelhante a um cacho de uva. O homem pode ser
0 reservatério, com colonizacdo das vias nasais, garganta, pele e cabelos, em

cerca de 20-30% dos individuos saudaveis.

As cepas de S. aureus crescem em meios comuns, caldo ou agar, com pH
entre 6,0 e 7,0, a temperatura de 37 °C. As col6nias formadas nas placas com
agar apresentam formato arredondado, lisas e brilhantes, de cor acinzentada até
0 amarelo-ouro (CORDEIRO, 2011). Produzem enzimas extracelulares com fator

de viruléncia como a coagulase, termonuclease e a lipase (DOMINCIANO, 2015).

O S. Aureus foi descrito pela primeira vez na secrecdo do abcesso
cirdrgico, pelo cirurgido Alexandre Ogston, em 1880 (ALMEIDA, et al., 2016). As
doencas causadas pelo S. aureus sdo devidas a producdo de toxinas ou
multiplicagdo nos tecidos (DOMINCIANO, 2015). A bactéria S. aureus foi
escolhida para o cultivo do biofilme deste trabalho por estar presente em inimeras
infeccbes em ambiente hospitalar. Esta presente em 2/3 das infeccfes em
implante ortopédico, que levam a infeccéo 6ssea (osteomielite). Causa a infeccao
no cateter central, que chega a corrente sanguinea, causando bacteremia e
podendo ocasionar Endocardite, Pneumonia, infeccdes em feridas, no trato
urinario, além de estar presente em dispositivos médicos, podendo tornar-se
resistente e complexa como o0 S. aureus MRSA (resistente a Meticilina) (RIBEIRO;
MONTEIRO; FERRAZ, 2012; AYDINURAZ; 2009; CARRETERO, 2017). Quando
a bactéria apresenta resisténcia aos antibiéticos Penicilina, Oxacilina e Meticilina,

o tratamento apresenta poucas opcoes terapéuticas (BRASIL, 2019).
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3.8 Avaliacéo da citotoxicidade dos biomateriais

Os biomateriais caracterizam-se por entrar em contato com o sistema
bioldgico para avaliar, tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, organismo
ou fungéo do corpo (WILLIANS, 1999). Com o envelhecimento da populagao, o
avanco tecnoldgico e as inovagdes de produtos levaram ao aumento da demanda
de biomateriais nos ultimos anos, principalmente aqueles relacionados com o

tratamento de lesdes relacionadas com a idade (HENCH, et.al., 2012).

O biomaterial pode provocar um processo inflamatério quando em contato
com os tecidos. Dependendo da natureza e da caracteristica do material, podem
ser definidos o tipo, a intensidade e a duracdo da resposta inflamatéria
(VASCONCELOS, 2012). No processo inflamatoério ocasionado pelo biomaterial,
ha a participagcdo dos leucécitos (neutréfilos, macrofagos e linfocitos). Os
leucdcitos migram para a area do implante, tentando fagocitar o corpo estranho.
Na tentativa de fagocitar tornam-se ineficientes, levando a ativacdo dos
macrofagos que circulam ao redor do biomaterial, e produzem o peroxido de
hidrogénio (H,0,). Este agente ocasiona lesdo dos tecidos e complicacées como
a degradacao do biomaterial ou sua expulsdo (HENCH, et al., 2012). O biomaterial
pode levar a uma resposta inflamatoria aguda, que se caracteriza pela producéo
de citocinas através da trombina e histamina, com o aumento dos neutrdfilos na

corrente sanguinea, e pode evoluir para a cronicidade (HENCH, et al., 2012).

Durante o uso diario da bandeja para o procedimento de antissepsia da
fratura exposta, este item podera entrar em contato com as células do tecido
0sseo e do tecido conjuntivo (osteoblastos e fibroblastos) através do ferimento
exposto. Os osteoblastos revestem a superficie do 0sso em crescimento ativo em
grande numero. Eles medem de 15pum a 20pum de didmetro e estdo ligados entre
si por seus prolongamentos citoplasmaticos. S&o provenientes das células
osteogénicas, que se localizam na camada profunda do peridosteo e do enddsteo.
Estas células tém nucleo com cromatina descompactada, nucléolos evidentes e
uma elevada quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso no citoplasma. Séo
responsaveis pela sintese e secrecdo dos componentes organicos da matriz
0ssea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).
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Os fibroblastos sdo células de origem mesenquimal e tém a funcéo de
sintetizar os componentes fibrilares (coldgeno e elastina) e nao fibrilares
(glicoproteinas e proteoglicanos) da matriz extracelular do tecido conjuntivo
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). No estagio imaturo, esta célula se diferencia,
remodela a matriz extracelular e atua diretamente na morfogénese dos
organismos pluricelulares. Dependendo da localizacdo, os fibroblastos
organizam-se de diferentes formas. No processo de remodelacao tecidual, sdo
responsaveis por ordenar a orientacdo dos elementos da matriz extracelular e
composicdo da matriz, estando presentes em todos os tecidos (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

O material atéxico resulta na interacdo adequada com os tecidos
conjuntivos de sustentacao de interface. Desta maneira, a resposta inflamatéria
podera ser minima de forma defensiva, com rapida reabsorcéo por apoptose das
células inflamatorias, o que pode resultar no aumento das fibras colagenas e o
aumento da forca tensil no local. Com isso, leva a regeneracdo dos capilares
sanguineos e a reconstituicdo da vascularizacdo, favorecendo um implante
(SILVA, 2010).

Os biomateriais formados por metal apresentam boa condutividade elétrica
e térmica, e sao resistentes a tracdo. Tém sido utilizados para fabricar implantes
ortopédicos, dentarios e cardiacos, de adaptacdo de vasos venosos (stent) e
instrumentos cirargicos (SUN; WATASHA; HANKS, 1997; NINOMI, NARUSHIMA,
NAKAI, 2015; PIRES; BIERHALS, MORAES; 2015). Os metais compostos por
aluminio, cobre, cromo, niquel, titAnio e vanadio, quando em contato com 0s
osteoblastos, podem liberar ions metalicos provenientes da dissolucdo. O
desgaste pode ocorrer devido a variacdo da temperatura, a presenca de biofilme
bacteriano e a exposicdo a cargas mecanicas que produzem o atrito. Os ions
metélicos liberados produzem a corrosdo do metal, dificulta a proliferacéo celular,
produz inflamacfes, reacdes alérgicas, vasculites e osteolites, resultando na
citotoxicidade (MORAIS, GUIMARAES, ELIAS, 2007; PIRES; BIERHALZ;
MORAES, 2015).

O aco inoxidavel é utilizado para fabricar fixadores utilizados em cirurgias

ortopédicas; apresenta em sua composi¢do o niquel, que estabiliza a estrutura
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austenitica do ferro, e o molibdénio, que torna a camada mais resistente a meios
corrosivos (PIRES; BIERHALZ; MORAES; 2015).

WANG et al.,, 2004, descreveram sobre as propriedades dos polimeros
(polietileno, cloreto de vinila — PVC), os quais podem influenciar no crescimento
celular e levar a citotoxicidade. O contato do polimero com o sangue e fluidos
resulta em uma nova interface, a qual gera uma forca termodinamica dirigida que
age na reducéo da energia livre de contato do material com o fluido corpéreo. Este
material é constituido por oxigénio, proteinas e varios ions (cloretos e hidroxidos).
Os autores ressaltam que o valor da energia livre deve ser minimo para que ocorra
a biocompatibilidade do polimero, que deve ser proximo do valor da agua (WANG
et al., 2004).

As propriedades fisicas da superficie do polimero podem influenciar na
biocompatibilidade: deve-se ter um balanco entre a hidroficilidade (interac&o
fluidica bioldgica) e a hidrofobicidade (a superficie do material que repele a agua).
As caracteristicas do biomaterial devem estar proximas as do tecido implantado,
tais como a disposicao da carga elétrica, a dureza, a elasticidade e a resisténcia.
Materiais hidrofilicos apresentam melhor adesé&o celular (SANTOS JR., WADA,
2007, p.310). O implante do PP (tela) utilizado em cirurgia da regido pélvica pode
levar ao processo inflamatério devido ao processo de oxidacdo, que produz
alteracdo da superficie do biomaterial (TALLEY, et al., 2017). A tela de PP utilizada
na correcao cirargica do assoalho pélvico tem resultado em complicacbes como
resposta inflamatoria de grau | a lll, aumento das citocinas pro inflamatérias, como
a interleucina 1 (II-1) e o fator de necrose tumoral (TNF), e as citocinas anti-
inflamatorias (TGF e 1I-6), sendo que essas respostas foram observadas apos 30
dias de implante de tela de PP realizada em ratos Wistar (SANTOS, 2015).

O aluminio pode produzir citotoxicidade conforme estudos de Hashimoto e
Imazato (2015) que descreveram que nanoparticulas de aluminio (Al,O3), em
contato com células de rato (murino), resultou em citotoxicidade, levando a
alteracdo do nacleo e morte celular observada através do microscépio confocal.
O aluminio é téxico para pessoas com insuficiéncia renal e possibilita o surgimento

de problemas neuroldgicos, como a doenca de Alzheimer (VEIGA, et al. 2013).
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O uso da bandeja de apoio ao membro para tratar a fratura exposta podera
sofrer desgaste com a esterilizacdo. Desta maneira, € necessario o conhecimento
do comportamento mecéanico dos materiais empregados para a construcao deste
dispositivo, com a finalidade de avaliar e propor uma forma de esterilizacao
adequada de acordo com a matéria prima a ser utilizada para a fabricagédo
(SOBECC, 2017; SILVA et al, 2005; MORIYA et al., 2011).

3.9 Materiais propostos para a bandeja de apoio para antissepsia de
membros com a fratura exposta

Os materiais propostos para a construcdo da bandeja de apoio e que foram
avaliados neste estudo foram o aluminio 1100, o aco AISI 304, o polipropileno
(PP). A Figura 3 mostra o desenho da bandeja de apoio ao membro utilizado
durante o procedimento de antissepsia da fratura exposta.

Figura 3 — Bandeja de Apoio ao membro, utilizado durante o procedimento de

antissepsia de membros.

Fonte: Inomata, 2016

3.9.1 Aluminio
O Oxido de aluminio j& era utilizado pelos ceramistas para fabricar vasos
de barro ha 7 mil anos na regido da Pérsia. Apés 30 séculos, 0s egipcios e 0s

babilénios utilizavam um composto similar ao aluminio em cosméticos e produtos
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medicinais (MIORI, 2014). O quimico inglés Humphery Davy afirmou sobre a
existéncia do aluminio em 1808; em seguida, o fisico alemdo Hans Oersted
produziu uma pequena quantidade do metal (MIORI, 2014).

O aluminio € o terceiro elemento mais encontrado na Terra, sendo obtido a
partir da bauxita. No Brasil, o primeiro lingote de aluminio foi produzido em 1945,
na cidade de Ouro Preto, e a sua descoberta foi em 1854 por Henry Saint Claire
Deville, o qual obteve o aluminio através de reacdes quimicas. Em 1886, o
americano Charles Martin Hall e o francés Paul Louis Tousaint Heroult obtiveram
o aluminio através da reducéo eletrolitica da alumina dissolvida em banho fundido
de criolita. Esse processo foi patenteado e ficou conhecido como Hall-Herout,
utilizado atualmente (ABAL, 2016).

Para a obtencdo do aluminio, a bauxita passa pelo processo de trituracéo
e refinamento. Neste processo, o aluminio é dissolvido em soda caustica e
posteriormente filtrado para separar todo o material sélido. Os cristais sdo secos
e calcinados para eliminar a agua, sendo o p6 de alumina reduzido através da
eletrolise para a obtencdo do aluminio, processo conhecido como Hall-Heroult
(CARDOSO, 2011).

O aluminio possui ponto de fusdo de 660 °C, ponto de ebulicdo de 2467
°C, baixa densidade e resisténcia a corrosdo (MIORI, 2014). O médulo de
elasticidade do aluminio representa 1/3 do modulo de elasticidade do ago. A
adicdo de elementos de liga ao aluminio aumenta a resisténcia do material e,

consequentemente, seu limite de resisténcia a tracdo (SOUZA, 2015).

O aluminio combina com elementos de liga, tais como o Manganés, o
Cobre, o Silicio e 0 Magnésio, e sao agrupados de acordo com as caracteristicas

fisica e quimica em:

e ligas de fundicdo, que apresentam baixa capacidade de deformacéo;
e ligas trabalhaveis, que sado divididas em 2 grupos:

e ndo trataveis termicamente — sao representadas pelas ligas das
séries 1XXX, 3XXX, 5XXX e 8XXX; produzem o aumento das propriedades
mecanicas com deformacao plastica a frio;

¢ ligas trataveis termicamente — sao representadas pelas ligas 2XXX,

AXXX, 6XXX e 7XXX; caracterizam-se por aumento das propriedades mecanicas
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devido a precipitacdo de particulas de segunda fase, atuando como barreira a
movimentos de discordancia, elevando a resisténcia da liga (OTOMAR, 2010).
As ligas trabalhaveis séo identificadas com 4 numeros, onde cada numero
corresponde a uma fungéo: a liga da série 1XXX, apresenta 99,00% de pureza. O
segundo digito significa modificacdes da liga original ou dos limites de impureza;
0s 2 Ultimos digitos caracterizam os teores minimos de aluminio na liga.
(SCOPEL, 2014).

A liga 1100 é composta por 99,00% de aluminio minimo, 0,30% de silicio,
0,80% de ferro, 0,04% de cobre, 0,01% de manganés, 0,25% de magnésio e
0,01% de cromo (OTOMAR, 2010). Sao caracteristicas da liga 1100 as altas
condutibilidades elétrica e térmica, a resisténcia a corrosdo e propriedades
mecanicas reduzidas (OTOMAR, 2010).

SACCON et al., 2010 e TONIATO et al. 2016, descreveram que as ligas de
aluminio, ap6s passar por processo de soldagem, apresentaram reducao de 50%
da ductilidade, devido ao efeito térmico que produziu pontos de tensdo que
facilitaram a propagacéo de trincas, com reducdo do limite plastico. O aluminio
1100 apresenta o valor de ductibilidade baixa com relagdo ao ago (SMITH;
HASHEMI, 2012). O valor do limite de escoamento do aluminio 1100 € de 35 MPa,
e o valor da microdureza Vickers do aluminio 1100 em chapa, denominado como
valor recebido, é 60 HV (CALLISTER, 2014).

Os contornos dos grdos do aluminio sdo quimicamente mais reativos
devido a ligagbes menos regulares, o que favorece ao ataque, revelando o gréao.
Os atomos de impurezas e precipitados sao preferencialmente segregados nesta
regido. Em temperatura elevada, o gréo cresce e reduz a energia da interface
(FERRARI; 2008). A figura 11 mostra a morfologia da microestrutura do aluminio
1100.
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Figura 4 Morfologia microestrutural do aluminio 1100

100um

Fonte: ASM Handbook; 2008.

As impurezas depositam-se nos contornos de grédos por apresentar uma
maior energia nesta regidao. O aluminio 1100 é puro, o que dificulta a visualizacao
dos contornos (ASM; 2008).

A figura 5 mostra que o tamanho dos grédos metalicos da liga de Cobre e
Zinco aumenta com o aumento da temperatura, diminui o limite de resisténcia e
aumenta a ductilidade. O contorno de grao esta relacionado com a resisténcia
mecanica (FERRARI, 2008).

Figura 5: resisténcia mecéanica do metal e o tamanho dos gréos de acordo
com a temperatura.
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3.9.2 Aco Inoxidavel

O aco inox surgiu no inicio do século XX, sendo uma liga ferrosa que
contém os elementos de liga como o ferro, o cromo, o niquel, o carbono e o
nitrogénio. O ago caracteriza-se por ser resistente a corrosédo devido ao elevado
teor de cromo (12%). E utilizado por diversas éareas: na indudstria quimica,
petrolifera, para a industria de material hospitalar e farmacéutica (MODENESI,
2001).

Os acos inoxidaveis séo divididos de acordo com a microestrutura e podem
ser Austeniticos, Ferriticos, Martensiticos e Duplex (possui combinagéo das duas

microestruturas, ferritico e Austeniticos) (PEREIRA; 2012):

e Os acos Austeniticos sdo ligas ndo magnéticas que contém 16 a
25% de cromo e 7 a 20% de niguel com baixo teor de carbono. Possuem elevada
capacidade de deformacéo por apresentar estrutura cristalina e apresentam boa
soldabilidade, sendo excelentes para serem moldados mecanicamente (SIMOES;
CASTRO; ANDRADE; 2010) e, por isso, sdo muito utilizados. Alguns exemplos

de acos pertencentes a esta classe de metal sdo: AlISI 301, 304, 316 e 347.

e Os acos Ferriticos sao ligas de ferro-cromo, que contém de 12 a 30%
de cromo com baixo teor de carbono. S&o mais baratos pela auséncia do niquel

na composi¢ao e possuem boa resisténcia a corrosao e ao calor,

e Os acos Martensiticos séo ligas de ferro-cromo contendo de 12 a
17% de cromo com alto teor de carbono 0,15 a 1,0%. Caracterizam-se pela
formacdo martensitica quando exposta a tratamento térmico de austenitizagcéo e
témpera. Adicionalmente, possuem baixa resisténcia a corrosdo quando
comparados aos acos ferritico e Austeniticos.

O aco austenitico possui caracteristicas como resisténcia a corrosao, alta
resisténcia mecanica, facil para reciclar, limpar, boa soldabilidade e
conformabilidade. Apresenta estrutura predominante austenitica, sendo excelente
para ser moldado mecanicamente e, devido a estas caracteristicas, € usado em
diversas areas (PEREIRA, 2012; CARAVALHO, et al., 2017). Possui
desvantagens quanto a usinagem: baixa condutividade térmica, alto coeficiente
de dilatacdo térmica, alto coeficiente de atrito e capacidade de encruamento
(CARVALHO, et al. 2017).
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O niquel aumenta a resisténcia a corrosdo, melhora as propriedades de
tenacidade, soldabilidade, estabiliza a austenitica e esta se mantém em
temperatura ambiente. O aumento do cromo amplia a faixa de temperatura da
ferrita (DIAS; 2009).

O aco inoxidavel AISI 304 é austenitico composto por 0,08% de carbono,
2% de magnésio, 18 a 20% de cromo e 10 a 14% de Niquel
(KLOECKNERMETALS; 2011). A Tabela 2 mostra os valores do modulo de
elasticidade em MPa, o limite de resisténcia do aco AISI 304 e o valor da
microdureza (CALLISTER, 2014; MATWEB, 2019).

Tabela 2 — Resisténcia mecénica do aco AlSI 304.

193 MPa 515 MPa 180 HV

Fonte: Callister, 2014.

A ductilidade mede o grau de deformacéao plastica até a fratura, e pode ser
expressa pelo alongamento percentual. Os materiais frageis apresentam uma
reducdo da deformacdo plastica. A Figura 8 mostra o gréfico tensdo-deformacao

de um material fragil e um material ductil.

Figura 6 — Curva caracteristica da tensdo vesus deformacao do material fragil e o

material ductil
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Fonte: Callister, 2014.
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A resisténcia mecanica esta diretamente relacionada ao tamanho dos gréos
gue se formam, a partir das etapas de solidificacdo durante o processo de
fabricacdo, e abrangem a formacdo dos nucleos a partir do estado liquido, o
crescimento dos nucleos que formam os cristais e estes se unem formando os
graos e os contornos dos graos. As fases de solidificacdo do metal estdo
representadas de acordo com a Figura 7 (SMITH; HASHEMI, 2012).

Figura 7 Solidificacdo do metal

Cristais que Contornos
ormarao graos de grios Grio

(c)

Fonte: Smith; Hashemi; 2015.

A forma do contorno de gréao é determinada pelas restricdes impostas pelo
crescimento dos graos localizados no entorno. Em temperatura normal, essas
regides dificultam o movimento de discordancia; desta forma, o material torna-se

mais rigido e duro quando deformado plasticamente (CALLISTER,2014).

A caracteristica da microestrutura do aco AISI 304 tem influéncia no
tratamento submetido. Estudos de Fonseca, Silva e Brant, 2017, sobre o ago AlSI
304, descrevem a reducdo da microdureza na regido da amostra que sofreu

aquecimento.

3.9.3 Polipropileno

O PP foi descoberto em 1951 por Paul Hogan e Robert Banks, durante uma
pesquisa sobre o processo de conversdo do eteno e propeno em componentes
para gasolina, resultando em materiais solidos. A sintetizacdo do PP
semicristalino, com aspecto de borracha, ocorreu pela primeira vez em 1954, por
Giulio Nata, e a producédo comercial iniciou em 1957, pela empresa Montecatini,
utilizando o catalisador Ziegler Natta (PETRY, 2011). No Brasil, o processo de

fabricacdo do PP iniciou-se pela empresa Polibrasil em 1978, no polo
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Petroquimico de Capuava. Atualmente a empresa Braskem continua a producédo
(PETRY, 2011; BRASKEM, 2019).

O PP é obtido através de reacdes de polimerizacdo; onde os monémeros
reagem entre si, combinando as moléculas, e caracterizam-se pela repeticdo de
uma unidade béasica. O monbémero para a producdo do PP € o propeno, um
hidrocarboneto insaturado de formula CsHes obtido principalmente através do
cragueamento da nafta, um derivado do petréleo. A Figura 8 ilustra a estrutura

molecular basica do propileno e do polipropileno.

Figura 8 Estrutura molecular basica do propileno e do polipropileno.
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Fonte: Petry, 2011.

O PP constitui um termoplastico “semicristalino” e pertence ao grupo das
poliolefinas, produzido a partir da polimerizagdo por adicdo do mondmero
propileno. E dividido em trés tipos: homopolimero, copolimero heterofasico e
copolimero estatistico ou randémico (MANO, 1990).

e Homopolimero - contém apenas um monémero (propeno) ao longo da sua
cadeia molecular. Caracteriza-se pela elevada rigidez, “cristalinidade”, dureza e
resisténcia a alta temperatura quando comparado com o copolimero. E utilizado
em varios processos de transformacdo, tais como injecdo, extrusdo e
termoformagem, originando diversos produtos (THOMPSON, 2009; JUNIOR,
PIMETEL, 2016).

e Copolimero randémico ou aleatério - € obtido através da adicdo do eteno,
que substitui o propeno na cadeia polimérica. Possui resisténcia ao impacto e
dobramento; é transparente e possui baixa “cristalinidade” (THOMPSON, 2009,
JUNIOR, PIMENTEL, 2016).

e Copolimero heterofasico - é polimerizado com eteno, consiste em uma

matriz de polipropileno homopolimero ou copolimero randémico. E mais resistente
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do que o homopolimero e pode alcancar alto impacto mesmo a baixas
temperaturas (THOMPSON, 2009; JUNIOR, PIMENTEL, 2016).

A Figura 9 mostra que o polipropileno € obtido a partir da nafta, um
subproduto do petrdleo. Nos Estados Unidos, o polipropileno tem uma ampla
utilizac&o na industria médica. Em 2011, o segmento de dispositivos médicos com
polipropileno foi de 247.7 milhdes de dolares (FROST & SULIVAN, 2016). No
Brasil, foram produzidos 7,5 milhdes de toneladas de resinas poliméricas em
2017. A previsao para a producado de produtos transformados em plasticos para o
ano de 2021 é de 6,6 milhdes de toneladas (ABIPLAST, 2018).

Figura 9 Processo de fabricacdo do PP a partir do petréleo.

Petrdleo
(100%)
| ‘ |
Diesel e dleo para Nafta Outros
aquecimento (70%)
(20%) (10%)
l 4
Gaseificagdo Matéria-prima para
ind. quim (7%)
T
Polimeros Outros produtos
quimicos (3%)
(4%)
I
¥ ¥ ¥ ¥ ¥
Polietilenc (PE) Poliuretano Polipropileno Poliamida (PA) || Poliestireno
Cloreto de (PUR) (PP) (PS)
polivinila (PVC)

Fonte: Junior; Pimentel, 2016.

O PP apresenta qualidades como resisténcia a flexdo e fadiga e alta
resisténcia quimica; tem aspecto transparente ou opaco, é esterilizavel a 220 °C,
possui boa rigidez dielétrica, elevada estabilidade de forma, alta resisténcia a
choques e boa dureza superficial (PETRY, 2011; JUNIOR; PIMENTEL, 2016). As
caracteristicas do PP, além do seu baixo custo, o tornam interessante para 0 uso
em pesquisa e para a fabricacéo de diversos produtos como tanques de produtos
quimicos, conexdes, valvulas, aparelhos ortopédicos e brinquedos (PETRY, 2011;
JUNIOR PIMENTEL, 2016).
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O comportamento mecanico do polimero é sensivel a taxa de deformacéao
guando o polimero é exposto a temperatura e a substancias quimicas. O polimero
pode apresentar 3 comportamentos diferentes em tensédo-deformacao, conforme

demostra a Figura 10.

Figura 10 — Representacdo da curva de tensao e deformacao do polimero, curva A;
BeC.

Tensao (MPa)
b
Tensdaa (107 psi)

Detormacan

Fonte: Callister, 2014.

A curva A representa a curva tensdo-deformacdo de um polimero
termorrigido, a curva B € semelhante ao comportamento de materiais metalicos,
com deformacdo elastica, escoamento e uma regido plastica e a curva C tipica de
um elastdbmero (CALLISTER, 2014). O polimero pode apresentar variagdes no
valor do médulo de elasticidade (ser baixo da ordem de 7 MPa ou alto da ordem
de 4 GPa), e o limite de resisténcia ser da ordem de 100 MPa. De acordo com a
Figura 11, o modulo de elasticidade do poli metil metacrilato diminui com o

aumento da temperatura.



-52 -

Figura 11 Médulo de elasticidade do poli metil metacrilato com influéncia da

temperatura.
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A degradacdo do polimero é resultante do conjunto de reacdes que
envolvem a quebra de ligacbes primarias da cadeia principal do polimero e
formacdo de outras, resultando na mudanca da estrutura quimica e reducdo da
massa molar, tendo como causa mecanica, térmica ou oxidativa (CANEVAROLO
JR., 2006; BATALIOTTI; 2016). A temperatura de degradacao depende da energia
da ligacdo quimica que constitui o polimero. O calor leva a instabilidade, que
resulta ao ataque aleatorio da cadeia principal, gerando a degradacao térmica
com cisdo da cadeia aleatéria. Este comportamento de tensdo causada pela
degradacdo térmica sera do tipo termomecanica, o esfor¢o pela tensédo favorece
a quebra (CAEVAROLO JR., 2006).

Durante a extrusdo do polipropileno, ocorre a oxidacdo das cadeias
poliméricas a partir do ataque do oxigénio ao carbono terciéario ou secundario, e
ambos os ataques levam a cisdo da cadeia. De acordo com os estudos de Silva;
Nunes e Rabello em 2016, o PP, apds ser exposto a luz UV sob densidade de
poténcia de 0,15 mW/cmz2 por um periodo de 20 semanas, apresentou alteracéo
guimica, com deformacéo do grupo CH3; e CH,. Houve a formacgé&o de cromoforos,
0S quais iniciaram o processo de degradacdo do polipropileno. O inicio do
processo de degradacéo do polimero esta relacionado com a difusdo do oxigénio
para os produtos, formando o hidroperéxido e outras espécies reativas.

Apo6s 0s materiais serem submetidos por varias repeticdes a esterilizacdo

por vapor Uumido e pela TFD, o calor do vapor Uumido podera alterar o
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comportamento mecanico dos materiais e as espécies reativas produzidas pela
TFD poderao alterar a estrutura quimica dos materiais, produzindo alteracdo do
comportamento mecéanico. Desta maneira, se fazem necessarios 0s testes
mecanicos como o ensaio de microdureza Vickers e a dureza Shore D, os quais
produzem uma marca superficial e profundidade, que representam os valores de
dureza das amostras (GARCIA; SPIM; SANTOS, 2012).

3.10 Ensaio de Dureza

A dureza € uma propriedade mecanica que mede a resisténcia do material
guando pressionado por marcador padronizado contra a amostra, apresentando
um risco ou a formagdo de uma marca permanente. Os métodos de ensaio

utilizam penetrador com formato especifico.

3.10.1 Microdureza Vickers

A microdureza Vickers foi introduzida em 1925 por Smith e Sandland, e
recebeu o nome Vickers devido ao nome da empresa (Companhia Vickers-
Armstrong Ltda) que fabricou a maquina para operar este tipo de dureza. Ela mede
a resisténcia que um material oferece a penetracdo de uma piramide de diamante
de base quadrada na superficie. O penetrador aplica a carga sobre a superficie
da amostra e deixa a impresséo da forma de uma piramide de base quadrada com
um angulo de 136° entre 2 vértices opostos que permite o calculo da microdureza
HV. A impressdo produzida € microscopica (SILGADO et al., 2017; GARCIA;
SPIM; SANTOS; 2012).

O calculo da microdureza Vickers € realizado através da equacédo 1:
HV = F/A Q)

Onde a microdureza Vickers (HV) é igual ao quociente da carga aplicada
(F em kgf) pela area de impresséo (A) deixada no corpo ensaiado. A area (A) é

calculada através da equacao 2:
A = d?/2sen (136°/2) 2
A diagonal (d) é calculada através da equacéo 3:

_a
d—2+2 3)



-54 -

O valor da carga aplicada pode variar de 5 kgf a 100 kgf para ensaios com
carga normal, e de 100 g a 5 kgf para ensaios com carga pequena; o periodo de
aplicacdo é de 10 a 30s. A escolha do valor da carga a ser aplicada é de acordo
com a impressao gerada no ensaio, de modo que seja suficientemente nitida para
permitir uma boa leitura das diagonais (GARCIA; SPIN; SANTOS, 2012).

A Figura 12 mostra o formato da piramide da peca e o grau para medir 0s
lados do teste de microdureza Vickers. A maquina fornece as medidas das
diagonais da base quadrada, que possibilita o célculo da area e o célculo da
microdureza Vickers (HV).

Figura 12 — Impresséo da piramide, vista através do microscépio acoplado, no
angulo de 136°, mostrando as medidas das diagonais (d; e d,), formada pelos
vértices opostos da base da piramide.

136°

Fonte: Rijeza Metalurgia; Souza, 2015.

A Figura 13 mostra a marca do identador da microdureza Vickers deixado na

amostra do aluminio 1100.

Figura 13 Marca do identador na amostra do aluminio

. o

Fonte: elaboracdo da autora.



-55 -

O valor calculado da microdureza pode apresentar erros e afetar o
resultado, que pode ser influenciado por varios fatores: calibracdo da maquina,
vibracdo da maquina durante a execuc¢éao do teste, condi¢cdes de conservacgao da
lente ocular e objetiva, condi¢cdes de iluminacdo, selecdo da carga e erros do
operador (ALMEIDA, 2018). O ensaio de microdureza fornece dados que estéo
correlacionados com algumas propriedades mecanicas. A impressao deixada na
amostra dependera do escoamento e da velocidade do encruamento do metal,
desta forma, espera-se uma correlagcdo entre a resisténcia mecanica e a dureza
(HORTA; JUNIOR, 2019).

Estudos de TONIATO et al., 2016, demonstraram que o aluminio 6086-T 6
composto por 1,5% de magnésio e silicio, apresentou reducdo da dureza Vickers
na regiao onde ocorreu a solda. O calor amoleceu a regido da amostra resultou
na reducao da microdureza, de 100 HV para 56 HV. MOGHANIZADEH et al. 2016,
estudaram o efeito da temperatura sobre a amostra do aco AISI 304 e observaram
aumento dos graos e a reducdo da microdureza com o aumento da temperatura
a partir de 1000 °C.

O aco AISI 304 apresentou aumento da microdureza a temperatura de 660
°C, que produziu a precipitacdo do carboneto e do cromo, o que impediu o
movimento de deslocamento. Entretanto, as amostras do aco AISI 304, apos
passar por recozimento a temperatura de 1010 °C e 1050 °C apresentaram
reducao da microdureza devido a dissolucdo do carbono e do cromo (TUKUR, et
al. 2014).

3.10.2 Dureza Shore D

O ensaio de microdureza € comumente utilizado por ser de baixo custo e
pela facilidade de realizacéo, e fornece informacoes sobre a resisténcia mecanica
do material, como a ductilidade e o comportamento de desgaste (LEAL, 2019). A
Dureza Shore € um método utilizado para polimeros, que caracteriza a medida da
resisténcia que o material oferece a penetracdo de um penetrador padronizado
sob uma carga de compressdo especifica, inversamente proporcional a
profundidade de penetracdo. A escalas de dureza Shore mais utilizadas séo a A
e a D. A escala A é utilizada para materiais moles e a escala D é recomendada
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para materiais mais duros, onde o penetrador € pontiagudo. A escala de medidas
variade 0 a 100 e o resultado esta relacionado com a profundidade de penetracao
(GARCIA; SPIM; SANTOS, 2012). O valor da dureza Shore D para o PP é de 59D
(MATWEB; 2019). De acordo com a Figura 14, o PP apresenta a reducao da

microdureza com o aumento da temperatura.

Figura 14 — Reducé&o da microdureza do PP com o aumento da temperatura
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Fonte: Tripathi, 2002.

As caracteristicas fisicas do polimero sdo determinadas pela mobilidade
das cadeias poliméricas, que é funcao da agitacdo dos atomos das moléculas, e
€ diretamente proporcional a temperatura. Esta mobilidade determina as
caracteristicas fisicas do produto, tais como plastico duro e fragil, borrachoso e

tenaz (CANAVEROLO, JR., 2006).
A bandeja de apoio ao membro é classificada como biomaterial, devido ao

contato desta aos tecidos estéreis. Os materiais irdo ficar em contato com o0s
tecidos durante o uso do apoio; desta forma necessita do teste de citotoxicidade

dos materiais propostos neste estudo.
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4. MATERIAL E METODO

4.1 Delineamento experimental

Foi conduzido um estudo in vitro randomizado, buscando-se avaliar os
efeitos da terapia fotodindmica (TFD) com dois fotossensibilizadores — azul de
metileno puro (TFD com A.M.) e azul de metileno adicionado de ureia (TFD com
A.M.+ ureia) — comparando-se aos do calor umido (autoclave), sobre os materiais
sugeridos para construcdo da bandeja para o apoio de membros de uso hospitalar
(polipropileno, aluminio 1100 e aco AISI 304).

O estudo possui trés fases experimentais. Na primeira fase experimental,

foram avaliados os efeitos da TFD com A.M. e TFD com A.M.+ ureia com
diferentes tempos de irradiacéo (5 e 10 minutos), comparados aos do calor tmido,
em biofilme de S. aureus cultivados sobre amostras dos trés materiais sugeridos.

Na segunda fase experimental, foram avaliados os efeitos de diferentes repeti¢cdoes

dos tratamentos TFD com A.M. e calor umido (1x, 4x, 28x, e 120x) na microdureza

dos trés materiais e, na terceira fase experimental, foram avaliados os efeitos de

diferentes repeticdes dos tratamentos TFD com A.M., TFD com A.M. + uréia e
calor umido (1x, 4x, 28%, e 120x) na citotoxicidade dos mesmos materiais. Vale
ressaltar que o numero de vezes que o material foi submetido aos tratamentos
corresponde a uma estimativa do niumero de vezes que o protétipo seré utilizado,
supondo que a utilizacdo seja de 4 vezes por dia, 28x na semana e 120x em 30
dias. O fluxograma da Figura 15 ilustra o delineamento experimental das
diferentes fases deste estudo.

Na primeira fase experimental, 54 amostras de cada material tiveram cultivo

de biofilme com Staphylococcus aureus e, apds, foram aleatoriamente distribuidas
em 6 grupos experimentais: sem tratamento (controle negativo), tratadas com
calor umido (controle positivo), tratadas com TFD com A.M. por 5 ou 10 minutos,
e tratadas com TFD com A.M.+ ureia por 5 ou 10 minutos. Apés os tratamentos,

foi avaliado o crescimento bacteriano. Na segunda fase experimental, foram

preparadas 45 amostras de cada material, as quais foram aleatoriamente
distribuidas para os seguintes tratamentos: sem tratamento (controle negativo),
tratadas com calor umido (controle positivo) com 1, 4, 28 e 120 repeti¢coes, e

tratadas com TFD com A.M. com 1, 4, 28 e 120 repeti¢cbes. Apos, elas foram
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preparadas para o teste de microdureza Vickers (aluminio e aco inoxidavel),

enquanto o polipropileno foi preparado para o teste de Dureza Shore D. Na

terceira fase experimental, foram preparadas 30 amostras de cada material, as

quais foram aleatoriamente distribuidas para os seguintes tratamentos: sem

tratamento (controle negativo), tratadas com calor imido (controle positivo) com
1, 4, 28 e 120 repeticbes, tratadas com TFD com AM. com 1, 4, 28 e 120

repeticdes, e tratadas com TFD com A.M. + ureia com 1 repeticdo. Em seguida,

foi efetuado o ensaio de citotoxicidade por meio de testes de contato direto e

indireto com fibroblastos Vero.

Figura 15 — Delineamento experimental das diferentes fases do presente estudo.
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A andlise estatistica foi realizada individualmente para cada variavel
resposta analisada (contagem de UFC do biofilme com Staphylococcus aureus,
teste de microdureza Vickers, teste de dureza Shore D e teste de contato indireto),
sendo considerado os materiais, 0s tratamentos e 0 nimero de repeticbes dos
tratamentos como fatores de variacdo e as unidades experimentais foram as

amostras. O nivel de significancia estatistico adotado foi de 5%.

4.2. Tratamentos

Antes dos tratamentos de qualquer fase experimental, as amostras foram
lavadas com detergente enzimatico (Asfer Industria Quimica Ltda, Sdo Caetano
do Sul, Brasil), diluindo 5 mL em 1 L de agua. As amostras foram submersas por
5 minutos, conforme orientacao do fabricante. Apds este periodo, as amostras

foram enxaguadas com agua destilada por 1 min e secas ao ar livre.

4.2.1 Tratamento com calor umido
Apoés passar pelo processo de limpeza com detergente enzimatico, as

amostras foram embaladas com papel grau cirargico (Estéril Care) e foram
submetidas ao processo de esterilizacdo por calor umido, empregando-se
autoclave (BIOTRON, ADL12B de 12 litros), durante 30 minutos a 121 °C. Durante
0 processo, foram utilizados os indicadores quimicos 4 e 5 para monitorar 0s
parametros de temperatura, tempo de exposicdo e qualidade do vapor. Foi
utilizado o indicador bioldgico a cada 7 dias para monitorar o funcionamento da

autoclave quanto a eficacia do processo de esterilizacdo (SOBECC 2017).

4.2.2. Tratamento com TFD
Para a TFD, foram empregados dois fotossensibilizadores diferentes: o azul

de metileno na concentracédo de 100 uM e o azul de metileno na concentracéo de
30 uM adicionado de ureia na concentracédo de 2 M (NUNEZ et al., 2015).

ApoOs passar pelo processo de lavagem com detergente enzimatico e
secagem, as amostras foram totalmente imersas no fotossensibilizador (Sigma
Aldrich, EUA) por um tempo de pré-irradiacdo de 5 minutos. A quantidade de

fotossensibilizador utilizada para cada amostra variou em funcdo do tamanho da
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mesma e sera descrita posteriormente. A caracterizacdo da absorbancia do azul
de metileno puro e o acrescido de ureia 2 M encontra-se nos Graficos 1 e 2.
Ressalta-se que, para a realizacdo das medidas de absorcdo, o
fotossensibilizador foi diluido e, portanto, ndo apresenta a concentracao

empregada nos experimentos.

Grafico 1 - Absorbancia do azul de metileno puro.
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Fonte: elaboracéo da autora.

Grafico 2 - Absorbancia do azul de metileno acrescido de ureia.
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Fonte: elaboracdo da autora.
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A fotoativacao foi efetuada por um laser vermelho de comprimento de onda
de 660 nm (DMC Ortho Lase, DMC Equipamentos, Sao Carlos, Brasil). Para os
tratamentos, foi empregado laser sob modo de emissao continua, com diametro
da fibra de 600 um, area de spot de 0,0028 cm? e irradiacdo pontual, poténcia de
100 mW, com tempo de irradiacdo de 5 minutos ou 10 minutos, e energia total
entregue de 30 J ou 60 J, respectivamente. Considerando que 0s experimentos
foram efetuados posicionando-se a fibra do laser a 1 mm da area distancia das
areas a serem irradiadas, de forma que fosse coberta a area total de 0,9 cm? de
uma placa de 24 pocos, obteve-se densidade de poténcia de 111 mW/cm? e
densidade de energia de 33,33 J/cm? ou 66,66 J/cm?, respectivamente. A
caracterizacdo do comprimento de onda do feixe de luz emitida foi efetuada
empregando-se espectrometro Ocean Optics (FL — EUA), conforme pode ser
identificado no grafico 3.

Grafico 3- Comprimento de onda do laser utilizado para a TFD.
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Fonte: elaboracédo da autora.

Antes das irradiacbes, a poténcia emitida pelo laser foi aferida

empregando-se medidor de poténcia FieldMax TOP Il (Coherent, EUA).
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4.2.3 Fase experimental 1 — Teste microbiolégico

4.2.3.1 Preparo do in6culo
Foi cultivada uma algcada de bactérias de S. aureus ATCC 25923, em TSA

(Trypticase Soy Agar) por 24 horas a 37 °C. Apds, foi utilizada uma alcada de S.
aureus em soro fisiolégico (Prépharmacos), que foi agitado no vortex por 15
segundos; e realizou-se a leitura no espectrofotometro no comprimento de onda
de 625 nm e valor da absorbancia de 0,08. Foi acrescentado soro até a
concentragéo de 108 UFC/mL na escala de 0,5 de Mac Farland, que corresponde

a 2x10% UFC/mL.

Para a confirmacdo da carga bacteriana do inoculo, foi feita a diluicdo
seriada do inéculo até 1077 UFC/mL e, entéo, pipetado 10 pL em placa de TSA

em triplicata. Foi feita a contagem, e o valor de 0,08 corresponde a 2x108 UFC/mL.

4.2.3.2 Preparo das amostras para o ensaio microbiologico
Para este ensaio, foram preparadas 54 amostras de cada material. As

amostras dos materiais PP, aluminio 1100 e do aco AISI 304 foram cortadas nas
medidas 0,6cm x 0,6cm na cortadeira elétrica (Isomet 4000 Linear Precision Saw,

Buehler), sob refrigeracéo, com velocidade de 3000 rpm.

As amostras do aco AISI 304 e do aluminio 1100 passaram por um
tratamento de superficie através do aparelho DC POWER SUPPLY, empregando-
se voltagem de 7 Volts, com corrente de 0,44 Amperes, durante 20 segundos.
Durante o processo, as amostras foram mergulhadas em 500 mL de agua com
NaCl e entdo lavadas em 4gua deionizada. Posteriormente, foram encaminhadas
para a esterilizacdo em vapor umido a 121 °C, durante 30 min (WU et al.; 2018).
A densidade (J) da corrente (g) do tratamento efetuado, calculada sobre a area
do aluminio e do aco, foi de 2,50J. O tratamento de superficie foi realizado para
melhorar a adesdo bacteriana do biofiime com S. aureus nas superficies dos
materiais (WU et al., 2018). O PP, por sua vez, foi apenas lavado com detergente

enzimatico e esterilizado por calor imido a 121 °C, durante o periodo de 30 min.



4.2.3.3 Formacao do Biofilme com S. aureus

A formacédo do biofilme sobre a superficie das amostras foi realizada de
acordo com Wu (2018) com algumas modificagdes. As amostras foram incubadas

em placas de 24 pocos, com 999 uL de TSB acrescido de 0,25g de glicose

(KASVI) e 0,01 mL de suspenséo bacteriana preparada na concentragdo de 108

UFC/mL. Apéds 24 horas, o meio foi trocado.

4.2.3.4 Grupos experimentais

Os grupos experimentais propostos para a analise microbiolégica estao

descritos na Tabela 3.
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Tabela 3: Grupos experimentais considerados para a analise microbiolégica.

Material Forma de esterilizagao Tempo de irradiacédo Quantidade de amostras
Sem tratamento - 9
Aluminio Calor umido - 9
(total =54
amostras) TFD com A.M. 5 minutos 9
TFD com A.M. 10 minutos 9
TFD com A.M.+ uréia 5 minutos 9
TFD com A.M.+ uréia 10 minutos 9
Sem tratamento - 9
Aco Aisi 304
(total = 54 Calor umido - 9
amostras)
TFD com A.M. 5 minutos 9
TFD com A.M. 10 minutos 9
TFD com A.M.+uréia 5 minutos 9
TFD com A.M.+ uréia 10 minutos 9
Sem tratamento - 9
Polipropileno
(total = 54 Calor imido - 9
amostras)
TFD com A.M. 5 minutos 9
TFD com A.M. 10 minutos 9
TFD com A.M.+ uréia 5 minutos 9
TFD com A.M.+ uréia 10 minutos 9

Fonte: elaboragéo da autora.



-64 -

4.2.3.4.1 Tratamento com TFD com azul de metileno puro
Cada amostra do material contendo o biofilme com S. aureus foi lavada

separadamente, na placa de cultivo com 1000 pL de soro fisiologico, a fim de
retirar as células ndo aderidas. Apds, cada amostra isoladamente foi submersa
em 1000 pL de azul de metileno por 60 segundos e entéo irradiada isoladamente
no poco da placa, por 5 minutos ou 10 minutos, de acordo com 0 grupo

experimental a que pertencia.

4.2.3.4.2 Tratamento com TFD com A.M. acrescido de ureia
Cada amostra que pertencia aos grupos que receberam a TFD com o azul

de metileno e ureia foi submersa individualmente em 500 pL de ureia e 500 pL de
azul de metileno, durante 5 minutos, de forma individual. Apds, a amostra recebeu

a irradiacao por 5 minutos ou 10 minutos, de acordo com 0 grupo a que pertencia.

4.2.3.4.3 Tratamento com calor Umido
As amostras com biofilme foram lavadas separadamente com 1000 uL de

soro fisiolégico, no proprio poco da placa de cultura, individualmente. Foi
colocado, em recipiente proprio, 1000 pL de soro fisiologico e, entéo, esterilizada
em calor umido, a 121 °C, durante 30 minutos. Apods, foi realizada a diluicdo

seriada, para quantificar o numero de bactérias viaveis.

4.2.3.5 Preparo das amostras para a contagem de unidades formadoras de
coldnia (UFC)
Para a contagem das UFCs ap0s os tratamentos, as amostras foram

lavadas de forma individualizada com 1 mL de soro fisiol6gico 0,9%, uma vez, na
prépria placa de cultura, desprezada a solugéo e ressuspendida em 1 mL de soro
fisiologico 0,9%. Entdo, cada amostra foi raspada com a ponteira da pipeta por 8
vezes (Lemos, 2010 com modificacdo). Apods, a solucdo contendo a amostra do
material foi deixada no eppendorf e colocada na cuba ultrassénica Cristofoli
(60Hz), por 525 segundos. Apos, as amostras foram agitadas, por 2 minutos, no
Vortex (Nova instrumets NI 1069) por 3 vezes (MOLEY et al., 2018). Apos, foi
pipetado 200 pL da solucdo contendo o material na primeira coluna da placa de

96 pocos, conforme demonstrado através da Figura 15.
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Figura 15 - Representacao da diluicdo seriada para quantificar as células do

biofilme com S. aureus dos materiais na placa de 96 pocos.
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Fonte: elaboracéo da autora.

A partir da segunda coluna da placa, foi adicionado 180 pL de soro
fisiologico a 0,9% até a oitava coluna da placa. Apdés, foi transferido 0,02 mL da
12, para a 22. coluna, com diluicéo de 107, Apés, foi homogeneizado e transferido
0,02 mL da 22. para a 32 coluna, com diluicdo de 1072%; foi homogeneizado e
transferido 0,02 mL da 32 para a 42 coluna, com diluicdo de 1073; foi
homogeneizado e transferido 0,02 mL da 42. para a 52. coluna, com diluicdo de
10™; foi homogeneizado e transferido 0,02 mL da 52 para a 62 coluna, com
diluicdo de 1073; foi homogeneizado e transferido 0,02 mL da 62. para a 72. coluna,
com diluicdo de 107%; e entdo foi homogeneizado e transferido 0,02 mL da 72.
para a 82. coluna, com diluicdo de 1077, conforme representado na Figura 17.
Depois a diluigcéo seriada, foi pipetado 10 pL em forma de gota escorrida na placa
de TSA (Trypticase soy agar), em colunas, de -3 a -7, conforme mostra a Figura

16. O plagueamento foi feito em triplicata para caracterizar melhor o resultado.
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Figura 16 — Placa de TSA em colunas de -3 a-7.

Fonte: elaboragéo da autora.

4.2.3.6 Preparo das amostras para andalise morfologica
Para analisar o crescimento, adesédo e espalhamento do biofilme com S.

aureus cultivados sobre as amostras dos materiais, as mesmas foram observadas
por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Para isto, os materiais foram
colocados sobre placas de cultivo e, em seguida, foi inoculada uma suspenséao
celular, na concentracdo de 108 células/mL. A placa foi incubada por 48 horas a
37 °C e o meio foi trocado apds 24 h. Em seguida, as amostras dos materiais
contendo o biofilme com S. aureus foram fixadas por 2 horas, em temperatura
ambiente, em solucdo de paraformaldeido 2,5% (Exodo) e glutaraldeido 2,5%
(Sigma, St Louis, MO, USA) sendo dissolvidos em tampéo cacodilato (0,1M, pH
7,4). Em seguida, os materiais foram desidratados em concentragdes crescentes
de etanol (15%, 30%, 50%, 70%, 95% e 100%). Entdo, os materiais foram secos,
em equipamento de Ponto Critico (Balzers, CTD-030), pertencente a Central
Multiusuario da UFABC, e foram submetidos a metalizacao a ouro (Balzers, CTD-
050). A avaliacéo foi efetuada em Microscopio Eletrénico de Varredura FEI Quanta
250, pertencente a Central Multiusuério da UFABC.



4.2.5 Fase experimental 2 - Ensaio de microdureza

4.2.5.1 Preparo das amostras

Foram preparadas 45 amostras de cada material nas medidas de 0,5 cm x
0,5 cm e, apls o corte, as mesmas foram embutidas em resina de cura a frio
(Ideal). Depois de embutidas, as amostras foram lixadas, por meio da utilizagao
de lixas de agua de SiC 320, 400, 600 e 1200 em politriz (Aropol 2V, Arotec). O
polimento foi realizado com pano de polimento metalogréafico e a utilizacdo de uma

suspensao de pasta de alumina de 1 e 0,05 um, até a obtencéo de uma superficie

de boa qualidade.

4.2.5.2 Tratamentos
Os tratamentos realizados para esta fase experimental se encontram na

Tabela 4.
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Tabela 4: Grupos experimentais considerados para a analise de microdureza.

28 x (280 minutos)

Material Tratamento Repeti¢do/ tempo Numero de amostras
Sem tratamento 5
1 x (30 minutos) 5
Calor imido 4 x (120 minutos) 5
121°C 28 x (840 minutos) 5
120x (3600 minutos) 5
1 x (10 minutos) 5
Aluminio TFD com A.M. 4 x (40 minutos) 5
28 x (280 minutos) 5
120 x (1200 minutos) 5
Sem tratamento 5
1 x (30 minutos) 5
Calor tmido 4 x (120 minutos) 5
121°C 28 x (840 minutos) 5
120x (3600 minutos) 5
1 x (10 minutos) 5
TFD com A.M. 4 x (40 minutos) 5
o 28 x (280 minutos) 5
Ago Aisi 304 120 x (1200 minutos) 5
Sem tratamento 5
1 x (30 minutos) 5
Calor umido 4 x(120 minutos) 5
121°C 28 x (840 minutos) 5
Polipropileno 120x(3600 minutos) 5
1 x (10 minutos) 5
TFD com A.M. 4 x (40 minutos) 5
5
5

120 x (1200 minutos)

Fonte: elaboracéo da autora.
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4.2.5.3 Ensaio de microdureza Vickers
O teste de microdureza Vickers foi realizado nas amostras de aco

inoxidavel e aluminio. Os experimentos seguiram a norma E92-17 ASTM, sendo
conduzidos no microdurbmetro Equilam HVS 1000 — Digital Microhardness tester.
Foi utilizada a carga de 0,98 N por 15 segundos. O valor médio de dureza de cada

amostra analisada corresponde a 05 medidas de dureza.

4.2.5.4 Ensaio da Dureza Shore D
O teste de Dureza Shore D foi efetuado nas amostras de polipropileno. Os

mesmos foram executados de acordo com a norma ASTM D 2240 e, para tal, foi
utilizado o aparelho de microdureza HOMIS HT 6510D. Anteriormente ao teste,
foi realizada a calibracéo do aparelho utilizando a escala de 21,5 + 0,2, sendo que
a amostra a ser testada foi colocada na posi¢cdo horizontal sob uma superficie
plana. O valor médio de dureza de cada amostra analisada corresponde a 05

medidas de dureza.

4.2.4 Fase experimental 3 - Ensaio de citotoxicidade

Para este ensaio, foram preparadas 30 amostras de 0,6 cm x 0,6 cm de
cada material, conforme Figura 17. As amostras foram cortadas com tesoura para
ourives (Corneta) e, apds serem lavadas com detergente enzimatico, foram
encaminhadas para esterilizar. Ap6s, as amostras foram aleatoriamente

distribuidas em grupos experimentais (n = 3), conforme Tabela 5.

Figura 17 Amostras dos materiais para o ensaio de citotoxicidade.

Fonte: a propria autora.
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Tabela 5: Grupos experimentais considerados para a analise de citotoxicidade.

Material Tratamentos Repetigdo/ tempo Numero de
amostras
Sem tratamento 3
1 x (30 minutos) 3
Calor U(:“'do 4 x (120 minutos) 3
121°C 28 x (840 minutos) 3
120 x (3600 minutos) 3
1 x (10 minutos) 3
Aluminio (30 TFD com A.M. 4 x (40 minutos) 3
amostras) 28 x (280 minutos) 3
120 x (1200 minutos) 3
1 x (10 minutos) 3
TFD com AM. e a
ureia
Sem tratamento 3
1 x (30 minutos) 3
Calor imido
121 °C 4 x (120 minutos) 3
28 x (840 minutos) 3
120 x (3600 minutos) 3
1 x (10 minutos) 3
Aco Aisi 304 TFD com A.M.
(30 4 x (40 minutos) 3
amostras) ,
28 x (280 minutos) 3
120 x (1200 minutos) 3
1 x (10 minutos) 3
TFD com A.M. e ureia
Sem tratamento 3
1 x (30 minutos) 3
Calor umido 4 x (120 minutos) 3
0
121°C 28 x (840 minutos) 3
Polipropileno 120 x (3600 minutos) 3
(30 1 x (10 minutos) 3
amostras) TFD 4 x (40 minutos) 3
28 x (280 minutos) 3
120 x (1200 minutos) 3
1 x (10 minutos) 3

TFD com A.M. e ureia

Fonte: elaboracdo da autora.

4.2.4.1 Cultura celular
Foram utilizadas as Células Vero, uma linhagem fibroblastica estabelecida

a partir do macaco verde africano (Cercopitecus aeothips). Essas células foram
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cultivadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco modification of minimum essential
meédia - Lonza Group Ltda, USA) com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB, Nutricell
Nutrientes Celulares, Campinas, SP, Brasil) a 37 °C em estufa (Thermo 4110),
com 5% de CO,. Foirealizada a troca do meio sempre que houve acidificacdo do
mesmo e 0s subcultivos foram efetuados duas vezes por semana. Foram

utilizadas as normas vigentes para ensaios com biomateriais (ISO 10993-5).

4.2.4.2 Toxicidade por contato indireto
Os extratos dos diferentes materiais foram obtidos através da incubacéo

destes, em meio de cultura, com 10% SFB a 37 °C, por 24 horas, sem agitacao,
na proporc¢éo de 0,2 g/mL de meio. Depois de transcorrido esse periodo, 0 meio
foi recolhido, permitindo, desta forma, avaliar o possivel efeito de substancias
liberadas pelos diferentes materiais, que poderiam estar presentes no meio de
cultura. O teste de citotoxicidade por extratos foi feito de acordo com
recomendacdes internacionais (1ISO 10993-5). Como controle positivo, foi utilizado
solucdo de etanol 70%, em meio de cultura. J& para o controle negativo de

toxicidade foi usada a prépria placa de cultura livre de tratamento.

Para o ensaio de toxicidade celular foi utilizada uma modificagcdo do método
descrito por MURAKAMI et al. 1998. Resumidamente, as amostras foram
adicionadas a uma placa de 96 pocos com meio durante 24 horas a 37 °C.
Terminada a incubacéo, as células foram mantidas durante 24 horas, lavadas com
agua destilada e fixadas em formalina a 10% (em PBS 0,1 M, pH 7,4, a 37 °C)
durante 15 min. Apos, foram lavadas em PBS (Tampao fosfato salino) e coradas
com cristal violeta a 0,5% (em 20% de metanol) durante 15 min. As amostras,
foram, entdo, lavadas trés vezes, com PBS 0,1 M e incubadas com citrato de sédio
0,1 M em etanol a 50%, com pH 4,2, durante 30 min. Os pocgos foram lidos em

leitor de microplacas Epoch (Biotek) no comprimento de onda de 540 nm.

4.2.4.3 Teste de contato direto
As amostras foram colocadas em placa de cultura de 24 pocos. As células

foram inoculadas na concentracdo de cerca de 1,0 x 10° células/poco (1,0 mL)

sobre as amostras. As células foram mantidas em meio DMEM (Dulbecco
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modification of minimum essential média) com 10% de SFB a 37° C com 5% CO,,

sendo 0 meio trocado diariamente.

As células foram fixadas em paraformaldeido 2,5% (em PBS — Tampao
fosfato salino, 0,1M em pH 7,2) na propria placa de cultura e lavadas em agua
destilada duas vezes. Entdo, as amostras foram fotografadas em microscoépio
invertido (Zeiss Axio observer Al) com a objetiva de 20x. As imagens foram
capturas pelo programa Axiovision. As amostras foram guardadas para posterior

analise citoquimica.

4.2.4.4 Analise morfolégica e citoquimica
Para analise geral da morfologia celular, as células foram coradas com

cresil violeta (Sigma Aldrich). Para a analise citoquimica, utilizaram-se as
coloragbes com azul de toluidina (Sigma Aldrich) em pH 4,0 para evidenciar o
DNA, RNA e os glicosaminoglicanos, e o corante Xylidine Ponceau (Sigma
Aldrich) em pH 2,5 para evidenciar as proteinas totais (LISON, 1960; MODIS,
1991; MELLO, 1997).

5. Anédlise estatistica

A andlise estatistica foi efetuada individualmente para cada variavel de
resposta quantitativa: as unidades formadoras de col6nias (UFC); o ensaio de
microdureza (HV); o ensaio de dureza Shore D e o teste de contato indireto. A
avaliacdo da citotoxicidade pelo teste de contato direto foi efetuada de forma
gualitativa descritiva.

Para a analise estatistica, primeiramente foi realizado teste de normalidade
e homogeneidade das variancias, por meio dos testes de Levene e Shapiro-Wilk.
Nos casos de normalidade e homogeneidade das variancias, foi efetuado teste de
andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste post hoc de Tukey. Foi efetuada
também a comparagdo estatistica entre o numero de bactérias aderidas as
amostras de aco e aluminio antes e apos o tratamento de superficie por meio do
teste t de Student.

As analises efetuadas em cada fase estdo detalhadas nos Resultados.
Para as analises, foi empregado os softwares estatisticos GraphPad Prisma 7.04
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e programa Microsoft Excel versdao 2010. O nivel de significancia estatistico
adotado foi de 5%.
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6 RESULTADOS

6.1 Testes do calor umido

A Figura 18a) mostra os indicadores quimicos do tipo 4 e a Figura 18b)
mostra o indicador quimico tipo 5 antes e apés passar pelo processo de
esterilizacdo por calor umido. Eles mostram a efetividade do processo de

esterilizagdo com a mudanga da cor da fita de rosa para marrom escuro.

Figura 18 — Indicadores quimicos tipos 4 e 5 utilizados antes e ap6s o ciclo de
esterilizacao.
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a) | imcamdorquiicemeod |sntiognir f
b LOT : IQKT1216-500
i LOT : IQKT1216-500 FAB: 10/12/2016 |VAL:10/12/2018 SROWH PROCESSED
SROWNPROCESSED  FAB: 10/12/2016 |VAL:10/12/2018  siomeck produtos Médicos

el Biomeck Produtos Médicos
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: pepidecatcn < T 50 OF DARK ;\ll’o !hj <wmum~h
_ == =
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Fonte: elaboragéo da autora.

A Figura 19 mostra a fita do indicador biol6gico apds passar por esterilizagao por

calor imido. Ha uma mudancga de cor de rosa para marrom.

Figura 19 - Indicador biolégico esterilizado em calor imido e a mudanca da cor da
fita do frasco do indicador biolégico de rosa para marrom.

P'OTEST Solcciourocat: ~ BIOTEST  owcccunocs:

Fotavose — mamomtrown e G

el
REF, >
LOT. BK1000A ————  LOT. BK1000A W T
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Fonte: elaboracéo da autora.
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Figura 20 - Indicador biolégico antes de passar pelo processo de esterilizacdo (A)
e apos passar pelo processo de esterilizagédo (B).

Fonte: elaboracéo da autora.

A Figura 20 mostra o indicador biolégico antes (A) e depois (B) de
passar pela esterilizacdo por calor umido. Na figura 22, o passo seguinte, a

realizacédo de incubacao por 48 horas.

Figura 21 - Indicador biolégico A controle negativo esterilizado e B controle positivo
sem esterilizar que devera ser incubado por 48hs.

-
1
=

.

Fonte: elaboracdo da autora.

As anotacdes do controle do processo de esterilizacdo por calor imido

utilizado para esterilizar os materiais deste estudo estdo nos anexos.
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6.2 Fase experimental 1 — teste microbiolégico

6.2.1 Adesao bacteriana ap0s tratamento de superficie do aluminio 1100 e

do aco AISI 304
As alteracbes na morfologia superficial resultantes do tratamento da

superficie realizado sobre as amostras dos materiais estdo representados nas
Figuras 22 (aluminio 1100) e 23 (Aco AISI 304). E possivel notar que houve
alteracdo da superficie, sendo promovidas micro rugosidades que favoreceram a

adesao bacteriana.

Figura 22 — Eletromicrografias representativas de amostras do aluminio 1100 antes
(A) e apds (B) o tratamento de superficie. Magnificacéo original = 500 X.

Fonte: elaboracédo da autora.

Figura 23 — Eletromicrografias representativas de amostra do ago AISI 304 antes
(A) e apos (B) o tratamento de superficie. Mag original = 500 x.

| nﬁi’fric%

Fonte: elaboracdo da autora.
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De acordo com o teste estatistico t de Student, 0 aumento do nimero de
bactérias apds o tratamento de superficie realizado sobre as amostras do aluminio
1100 e do aco AISI 304 aumentou significativamente (com p<0,001). Apés o
tratamento de superficie, houve aumento de 92% do numero de bactérias nas
amostras de aluminio e, para as amostras do aco AISI 304, houve aumento de
117% do biofilme com S. aureus (Figura 24).

Figura 24 — Médias do numero de bactérias antes e apds o tratamento de
superficie nas amostras do aco AISI 304 e do aluminio 1100. As barras indicam
desvio-padrao.

Contagem da UFC do biofilme com Staphylococcus
aureus antes e ap0s o eletropolimento

H sem eletropolimento com eletropolimento
10 8.42 9f4
_ 8 :
£
S 6
§ 4.39 4.27
S 4
o0
3
0
Aluminio Aco

Materiais estudados

Fonte: elaboracéo da autora.

6.2.2 Analise morfoldgica do biofilme com S. aureus cultivado sobre a
superficie dos materiais

A caracterizacdo morfoldgica do biofilme com S. aureus sobre a superficie
dos materiais estudados (polipropileno, aluminio 1100 e aco AISI 304) esta
representada nas Figuras 25, 26 e 27, respectivamente. O crescimento do biofilme
foi visualizado em todas as amostras dos materiais com adesao, espalhamento e

formacéao da estrutura tridimensional ligada a matriz polimérica.

A Figura 25(a) mostra a adesdo, e espalhamento do biofiime com
Staphylococcus aureus sobre a superficie do aluminio. Nas imagens (b) e (c),
observa-se que as bactérias estdo em formato de cocos agrupados com formacgéao

da estrutura tridimensional ligados a matriz polimérica.
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Figura 25 - Eletromicrografias representativas de biofilme de S. aureus sobre a
uperficie do aluminio. Magnifica égoriinal' a) 500x; (b)4000x e (c)16000x.

Fonte: elaboracdo da autora.

De acordo com a Figura 26, o biofilme de S. aureus apresentou adeséo e

espalhamento também sobre a superficie do aco AISI 304, com formagédo de
estrutura tridimensional ligadas a matriz polimérica. A Figura 27 (a) mostra o
espalhamento, o crescimento e a adesdo do biofilme sobre a superficie do
polipropileno. Nas figuras (b) e (c), observa-se a presenca de cocos
agrupados com aspecto semelhante a cachos de uva, caracteristicos da
bactéria cultivada, ligados a matriz polimérica, que inicia apos a adesao das

bactérias a superficie, e compde 90% da biomassa do biofilme.
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Figura 27- Eletromicrografias representativas de biofilme de S. aureus sobre
a superficie do polipropileno. Magnificacdo original: (a) 500x; (b)4000x; e (c)
16000x.

Fonte: elaboracéo da autora.

6.2.3 Efeitos da TFD com A.M. puro e com A.M. adicionado de ureia sobre o
biofilme contendo S. aureus cultivado nos materiais
A Figura 28 mostra a quantidade média de bactérias presentes nas

amostras do aluminio 1100 sem tratamento e apés tratamentos com TFD com
A.M. puro, sob diferentes tempos de irradiagdo. Foi possivel observar reducéo
estatisticamente significativa (p<0,02), de 8,42 log,o UFC/mL para 6,54 log;q
UFC/mL e 6 log;o UFC/mL nos grupos irradiados durante 5 e 10 minutos,

respectivamente.

Figura 28 Valores médios da quantidade de bactérias (em Log;o UFC/mL) do aluminio
1100 contendo biofilme com S. aureus sem irradiagédo e apés TFD (A.M.), por 5 e 10
minutos de irradiacdo. As barras indicam desvio-padrao.

Aluminio com Biofilme com Staphylococcus aureus grupo
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~ I 1 6
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1
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Al. s/TFD ALTFD (A.M.) 5' AL. TFD (A.M.) 10'

Fonte: elaboragéo da autora.
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A Figura 29 mostra os valores médios da quantidade de bactérias
observados no aluminio 1100 sem irradiacéo e apos TFD com A.M. adicionado de

ureia. Nota-se que houve reducédo total do biofilme em ambos os tempos de
irradiagao.

Figura 29 — Valores médios da quantidade de bactérias (em log;o UFC/mL) do
aluminio 1100 contendo biofilme com S. aureus sem irradiacao e apés TFD
(A.M.+ ureia) 5 e 10 minutos de irradiagéo. As barras indicam desvio-padréo.

Aluminio com biofilme com Staphylococcus aureus grupo
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Fonte: elaboracéo da autora.

A Figura 30 mostra a reducao do biofilme com S. aureus sobre a superficie
do ago AISI 304, ap6s a TFD com A.M. puro. E possivel evidenciar reducio
estatisticamente significativa (com p<0,001) da quantidade de bactérias, de 9,04
Log;o UFC/mL para 7,00 Log;o UFC/mL e 6,0 Log;o UFC/mL apds 5 e 10 minutos

de irradiacao, respectivamente.
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Figura 30 - Valores médios da quantidade de bactérias (em log,;o UFC/mL) das amostras
do aco AISI 304 contendo biofilme de S. aureus do grupo sem e com a TFD com A.M., com
tempo de irradiacdo de 5 e 10 minutos. As barras indicam desvio-padréo.
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Fonte: elaboracdo da autora.

A Figura 31 mostra o valor médio da quantidade de bactérias (em Log;q
UFC/mL) presentes nas amostras de ago AlSI 304, sem e apds passar pela TFD
utilizando o fotossensibilizador A.M. adicionado de ureia. E possivel notar uma
reducdo estatisticamente significativa (p<0,001), de 9,04 log; UFC/mL para 3

log;0 UFC/mL apds 5 minutos de irradiacdo e reducdo total com tempo de 10
minutos.

Figura 31 - Valores médios da quantidade de bactérias (em Log;o UFC/mL) do aco AlSI
304 contendo biofilme com S. aureus sem irradiacdo e apés TFD (A.M. + ureia) irradiada
por 5 e 10 minutos. As barras indicam desvio-padréo.
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Fonte: elaboracéo da autora.
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A Figura 32 mostra os valores médios da quantidade de biofilme sobre as
amostras de polipropileno tratadas com TFD e A.M. puro. Observa-se reducao

estatisticamente significativa (p<0,01), de 8,52 log;o UFC/mL para 5,84 log;q

UFC/mL e 5,1 log;o UFC/mL nas amostras apés 5 e 10 minutos de irradiagéo,

respectivamente.

Figura 32— Valores médios da quantidade de bactérias (em Log;oUFC/mL) sobre a
amostra do PP sem irradiacdo e ap6s TFD (A.M.) por 5 e 10 minutos de irradiacéo.
As barras indicam desvio-padréo.
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Fonte: elaboracéo da autora.

A Figura 33 mostra os valores médios da quantidade de bactérias sobre a
amostra do PP sem irradiacdo e apés a TFD com A.M. adicionado de ureia por 5
e 10 minutos de irradiacdo. Nota-se com reducdo estatisticamente significativa
apos TFD (p<0,001), com valor final de 3 log;o UFC/mL para as amostras

irradiadas por 5 minutos e reducao total para as amostras irradiadas por 10

minutos.
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Figura 33 — Valores médios da quantidade de bactérias (em log,oUFC/mL) sobre a amostra
do PP sem irradiagéo e apés TFD com A.M. adicionado de ureia por 5 e 10 minutos de
irradiacdo. As barras indicam desvio-padrao.
Polipropileno com biofilme com Staphylococcus aureus com
TFD(A.M. e Uréia) 5' e 10'
p<0,001
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TFD (A.M. + uréia) 5' TFD (A.M. + uréia)
10'

Materiais com biofilme

Fonte: elaboracao da autora.

6.2.3 Efeito do calor umido sobre o biofilme com S. aureus cultivado nos
materiais

Na Figura 34 verifica-se os efeitos promovidos pelo calor umido nos
diferentes materiais testados. E possivel notar uma reducéo significativa na
guantidade de bactérias em relacéo ao grupo controle negativo (sem tratamento),

ou seja, em todos os materiais, o calor umido eliminou completamente o biofilme.
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Figura 34 — Valores médios da quantidade de bactérias (em log,oUFC/mL) sobre as amostras
dos diferentes materiais testados sem esterilizacéo e ap6s esterilizagéo c/ autoclave. As barras
indicam desvio-padréo.
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Fonte: elaboracéo da autora.

6.2.4 Analise morfoldgica dos materiais com biofilme ap6s os tratamentos
A Figura 35 mostra imagens representativas, obtidas por microscopia

eletronica de varredura (MEV), dos trés materiais estudados, nos quais foi
cultivado o biofilme com Staphylococcus aureus e, em seguida, efetuada a
TFD com azul de metileno com 10 minutos de irradiagcdo. As imagens mostram
gue houve ruptura do biofilme e interrupcédo da estrutura do mesmo sobre a
superficie dos materiais.

Figura 35— Eletromicrografias representativas dos materiais com biofilme de
Staphylococcus aureus, ap6s o tratamento com a TFD com azul de metileno e

17 ETD IF;

Fonte: elaboracéo da autora.
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A figura 36 mostra as imagens dos trés materiais, que continham o
biofilme com Staphylococcus aureus, imediatamente ap6és a TFD com A.M.
adicionado de uréia, utilizando o tempo de irradiacdo de 10 minutos. Nota-se

a interrupgao da formacéo do biofilme em todos os materiais avaliados.

Figura 36 — Eletromicrografias representativas dos materiais que continham
biofilme com Staphylococcus aureus, ap0s a esterilizagcdo com a TFD utilizando o
fotossensibilizador azul de metileno adicionado de uréia: (a) aluminio, (b) aco, (c)
polipropileno. Magnificagao original: 1000x.

Fonte: elaboragéo da autora.

A figura 37 mostra as imagens dos materiais, o aco AISI 304, o aluminio
1100 e o PP que continham o biofime com o S. aureus apOs passar por
esterilizagdo por calor imido. Foi observada reducao total do biofilme também em

todos os materiais.

Figura 37 — Eletromicrografias representativas dos materiais que continham
biofilme com S. aureus, apds a esterilizagdo com autoclave: (a) aluminio, (b) aco,
(c) polipropileno. Magnificagao original: 1000x.

X s ‘ ;4.- C

Fonte: elaboracdo da autora.
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6.3 Fase experimental 2 — teste de microdureza

6.3.1 Microdureza Vickers
A Figura 38 ilustra o resultado do teste de microdureza Vickers obtidos nas

amostras de aluminio apds tratamento com calor imido ou TFD com A.M., por
diferentes repeticdes. Nota-se que o aluminio tratado com calor umido apresentou
maior reducdo da microdureza (Anova e Tukey), apos 28 repeticdes (p<0,02) e
120 repeticbes (p<0,03), quando comparados com o tratamento por TFD nas
mesmas repeti¢coes.

Figura 38 — Comparacao dos valores médios de microdureza Vickers do aluminio
apos tratamento com autoclave ou com TFD por diferentes repeticdes. As barras

indicam desvio-padrao.
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Fonte: elaboracéo da autora.

A Figura 39 ilustra a analise comparativa entre os valores médios de
microdureza Vickers observados nas amostras do aco AlSI 304 apds tratamento
por calor imido ou TFD com A.M., com diferentes repeticdes. O aco apresentou
maior reducao da microdureza para a amostra que foi tratada com calor umido por
120 repeticbes (Anova e Tukey, p<0,02).



- 86 -

Figura 39 — Comparacao dos valores médios de microdureza Vickers do aco AlSI
304 ap6s tratamento com calor amido ou com TFD com A.M., por diferentes
repeticées. As barras indicam desvio-padréo.
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Fonte: elaboracdo da autora.

6.3.2 Dureza Shore D do polipropileno

De acordo com os resultados obtidos, é possivel inferir que o
polipropileno tratado com calor umido por 120 repeticdes apresentou reducéao
estatisticamente significante (p<0,02), com maior reducdo da dureza (de 59D
para 40D) em comparagdo com a amostra que passou por TFD com A.M. por
120 repeticdes (de 59 D para 48 D), conforme mostra a Figura 40.
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Figura 40 - Comparacédo dos valores médios de dureza Shore D do polipropileno
apos tratamento com calor seco ou com TFD com A.M. por diferentes repeticées.
As barras indicam desvio-padréo.
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Fonte: elaboracéo da autora.

6.4 Fase experimental 3 —teste de citotoxicidade

6.4.1 Testes de contato direto

A Figura 41 apresenta as células que cresceram sobre as amostras tratadas
com TFD com A.M. puro. Nota-se que as mesmas apresentam caracteristicas
semelhantes as células do grupo controle negativo, ou seja, mantiveram o formato
alongado e o crescimento em monocamada.

A figura 42 apresenta as células que cresceram juntamente com as
amostras dos trés materiais apos tratamento com calor seco. Também é possivel
observar que ndo houve sinais de citotoxicidade, ou seja, as células Vero nao
apresentaram alteracdo na forma e no crescimento quando comparadas as

células do grupo controle negativo para citotoxicidade.
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Figura 41 — Imagens representativas das amostras dos trés materiais (A¢o = aco
inoxidavel; Al = aluminio; Poli = polipropileno) submetidas & TFD com A.M. puro,
sob diferentes repeticBes (1x, 4x, 28x e 120x), obtidas por meio do ensaio de
toxicidade direta por contraste de fase, em comparagdo com 0s grupos controle
negativo (CT-) e positivo (CT+). Magnificacao original: 200x.

|

Fonte: elaboracéo da autora.
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Figura 42 — Imagens representativas das amostras dos trés materiais (Aco = aco
inoxidavel; Al = aluminio; Poli = polipropileno) submetidas ao tratamento com
calor seco, sob diferentes repeticdes (1x, 4x, 28x e 120x), obtidas por meio do
ensaio de toxicidade direta por contraste de fase, em compara¢géo com o0s
grupos controle negativo (CT-) e positivo (CT+). Magnificag&o original: 200x.
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Fonte: elaboracéo da autora.
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6.4.2 Andlise da morfologia celular apds tratamentos

A analise da morfologia celular das células que cresceram sobre os
materiais tratados com TFD com A.M. puro ou calor seco evidenciou nao haver
alteracao celular quando comparadas as células que cresceram no grupo controle
negativo. As células Vero apresentaram caracteristicas semelhantes ao grupo
controle negativo com adeséo, espalhamento, crescimento em monocamada e
morfologia alongada, aspectos caracteristicos da forma in vitro das células Vero,

conforme pode ser observado na Figura 43 e na Figura 44.
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Figura 43 — Analise morfolégica, com cristal violeta, das células que cresceram
juntamente com as amostras dos materiais (A¢o = a¢o inoxidavel; Al = aluminio; Poli =
polipropileno) submetidas ao tratamento com TFD com A.M. puro, sob diferentes
repeticdes (1x, 4x, 28x e 120x), em comparagdo com 0s grupos controle negativo (CT-)
e positivo (CT+). Magnificacdo original: 200x.
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Fonte: elaboracdo da autora.



-92.-

Figura 44 — Andlise morfoldgica, com cristal violeta, das células que cresceram
juntamente com as amostras dos materiais (A¢o = ago inoxidavel; Al = aluminio;
Poli = polipropileno) submetidas ao tratamento com calor seco, sob diferentes
repeticdes (1x, 4x, 28x e 120x), em comparacdo com 0S grupos controle negativo

(CT-) e positivo (CT+). Magnificagdo original: 200x.
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6.4.3 Andlise citoquimica com azul de toluidina com pH 4,0

O corante utilizado para a analise citoquimica, azul de toluidina com pH 4,0,
demonstrou a atividade celular, através da ligacdo do corante ao RNA, DNA e
glicosaminoglicanos da célula. O corante azul de toluidina liga-se ao RNA do
citoplasma que esta localizado no reticulo endoplasmatico rugoso, caracterizando
a atividade (SANTOS Jr., 1999; TOBOGA, 2013).

Analisando as imagens das Figuras 45 e 46, todos os substratos nao
apresentaram diferencas quando comparados com o grupo controle negativo, ou
seja, nenhum dos tratamentos propostos e nenhuma das repeticdes promoveram

alteracoes celulares.
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Figura 45 — Andlise citoquimica, com azul de toluidina, das células que cresceram
juntamente com as amostras dos materiais (A¢o = ac¢o inoxidavel; Al = aluminio; Poli =
polipropileno) submetidas ao tratamento com TFD com A.M. puro, sob diferentes
repetigdes (1x, 4%, 28x e 120x), em comparagdo com 0s grupos controle negativo (CT-)
e positivo (CT+). Magnificacdo original: 200x.

Fonte: elaboracéo da autora.
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Figura 46 - Analise citoquimica, com azul de toluidina, das células que cresceram
juntamente com as amostras dos materiais (A¢o = acgo inoxidavel; Al = aluminio; Poli =
polipropileno) submetidas ao tratamento com calor seco, sob diferentes repeticdes (1Xx,

4x, 28x e 120x), em comparagcdo com 0s grupos controle negativo (CT-) e positivo

(CT+). Magnificacéo original: 200x.

Fonte: elaboracéo da autora.
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6.4.4 Andlise citoquimica com Xylidine Ponceau com pH 2,5

O corante Xylidine Ponceau € um corante acido utilizado para identificar os
radicais catibnicos presentes nas proteinas. Com pH 2,5, evidencia as proteinas
totais, mostrando que as células tém grande capacidade de sintese proteica e
acumulam parte destas proteinas no citoplasma. Podemos citar que se trata de
células com grande atividade funcional (LISON, 1960; MELLO, 1997; MODIS,
1991; OLIVEIRA, et al.,2014). A partir das Figuras 47 e 48, sdo observadas as

proteinas totais coradas no reticulo endoplasmatico com formato arredondado.

As amostras dos materiais submetidos aos tratamentos por calor seco ou
por TFD com A.M. puro néo apresentaram diferencas quando comparadas com o
grupo controle negativo, ou seja, as células apresentaram proteinas coradas que

confirmam a atividade celular presente no citoplasma.
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Figura 47 — Andlise citoquimica, com Xylidine Ponceau, das células que cresceram
juntamente com as amostras dos materiais (A¢o = acgo inoxidavel; Al = aluminio; Poli =
polipropileno) submetidas ao tratamento com TFD com A.M. puro, sob diferentes
repeticdes (1x, 4%, 28x e 120x), em compara¢do com 0s grupos controle negativo (CT-)

e positivo (CT+). Magnificag&o original: 200x.

Fonte: elaboracéo da autora.
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Figura 48 — Andlise citoquimica, com Xylidine Ponceau, das células que cresceram
juntamente com as amostras dos materiais (A¢o = ac¢o inoxidavel; Al = aluminio; Poli =
polipropileno) submetidas ao tratamento com vapor umido, sob diferentes repeti¢cdes
(1x, 4%, 28x e 120x), em compara¢ao com 0s grupos controle negativo (CT-) e positivo
(CT+). Magnificag&o original: 200x.
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6.4.5 Andlise morfolégica dos materiais ap6s tratamento com TFD com A.M.
adicionado de ureia

A Figura 49 mostra o resultado do teste de citotoxicidade dos materiais
submetidos & TFD com A.M. adicionado de uréia. E possivel evidenciar que

nenhum dos materiais apresentou citotoxicidade quando comparado com o

grupo controle positivo.

Figura 49 — Andlise morfoldgica, com cristal violeta, das células que cresceram
juntamente com as amostras dos materiais (A¢o = ac¢o inoxidavel; Al = aluminio; Poli =
polipropileno) submetidas ao tratamento com TFD com adicdo de uréia por 10 minutos,

com apenas uma repeticdo, em comparagao com 0s grupos controle negativo (CT-) e
positivo (CT+). Magnificacao original: 200x.
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6.4.6 Analise citoquimica das amostras tratados com TFD com A.M.
adicionado de ureia

A figura 50 mostra o resultado do teste de contato indireto das amostras
que foram tratadas com a TFD com A.M. adicionado de ureia, utilizando o Cristal
Violeta, Azul de Toluidina com pH 4,0 e o Xylidine Ponceau com pH 2,5. E possivel
notar que as amostras dos materiais ndo apresentaram citotoxicidade quando

comparadas com o grupo controle positivo.
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Figura 50 — Andlise morfoldgica com cristal violeta (CV), andlise citoquimica com
azul de toluidina (AT) e analise citoquimica com Xylidine Ponceau (XP) das células
gue cresceram juntamente com as amostras dos materiais (A¢co = aco inoxidavel;
Al = aluminio; Poli = polipropileno) submetidas ao tratamento com TFD com adi¢éo
de uréia por 10 minutos, com apenas uma repeticdo, em compara¢ao com 0S
grupos controle negativo (CT-) e positivo (CT+). Magnificac&o original: 200x.
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6.4.7 Teste de contato indireto

A figura 51 mostra o resultado do teste de contato indireto das amostras do
polipropileno apds tratamento com calor seco com diferentes repeticbes. E
possivel notar que todos 0s grupos experimentais apresentaram diferenca
estatisticamente significante com relacdo ao grupo controle positivo (p<0,001), o

gue indica que nenhuma amostra apresentou citotoxicidade.

Figura 51 — Resultado do teste de contato indireto do polipropileno ap6s tratamento
por calor seco sob diferentes repeti¢cdes (1x, 4x, 28x e 120x). As barras indicam
desvio-padréo. Letras distintas indicam diferencas estatisticamente significantes de
acordo com o teste Anova e Tukey (p < 0,05).
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Fonte: elaboracgéo da autora.

A figura 52 mostra que todas as amostras de polipropileno que foram
tratadas com a TFD com A.M. puro apresentaram diferenca estatisticamente
significante quando comparada com a amostra do grupo controle positivo

(p<0,001); portanto, ndo apresentaram citotoxicidade.
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Figura 52 — Resultado do teste de contato indireto do polipropileno apés tratamento
com TFD com A.M. puro. As barras indicam desvio-padréo. Letras diferentes
denotam diferencas estatisticamente significantes de acordo com o teste estatistico

Anova e Tukey (p < 0,05)
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Fonte: elaboracéo da autora.

A figura 53 demonstra que todos os grupos do aco AISI 304 apos

tratamento TFD com A.M. puro apresentaram diferencas significativas quando

comparados com o grupo controle positivo (com p<0,05), isto €, ndo apresentaram

citotoxicidade.
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Figura 53 — Resultado do teste de contato indireto do aco AISI 304 apés TFD com
A.M. puro. As barras indicam desvio-padréo, letras diferentes denotam diferencas
estatisticamente significantes entre as médias de acordo com o teste Anova e
Tukey (p < 0,05).
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Fonte: elaboracéo da autora.

A figura 54 mostra o resultado do teste de citotoxicidade por contato indireto
do aco AISI 304 apdés tratamento por calor umido. Nota-se que todos 0s grupos
apresentaram diferenca estatisticamente significativa quando comparado com o

grupo controle positivo (Anova e Tukey, p<0,05).



Figura 54 — Resultado do teste de contato indireto do aco AISI 304
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apos tratamento com calor imido. As barras indicam desvio-padréo. Letras
distintas indicam diferencas estatisticamente significantes de acordo com o teste

Anova e Tukey (p < 0,05).

Teste de contato indireto
do agco AISI 304 autoclavado
0.6 1
b
b
o, T
-
b
E ——
c
o
<
Te}
© 0.2+
©
c
©
o a
: L, 1
2]
e}
< 0.0+ T T T
.\40 ;\\\\o N ok o+ oF
6’{\- > ' X 2 ,;1/
&) Y Qf) Q’Q o .
3 X
< < o ) < Q’%
N N4 > S o o
O ) ? 9
Q> X >
o N
o ¢
M ateiais estudados

Fonte: elaboracéo da autora.

De acordo com a figura 55, o aluminio 1100, apéds tratamento com calor

umido por 120 repeticdes, ndo apresentou diferenca estatisticamente significante

gquando comparado com o grupo controle positivo, ou seja, este grupo apresentou

citotoxicidade (Anova e Tukey test, p>0,05).
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Figura 55 - Resultados do teste de contato indireto do aluminio 1100 apés
tratamento com calor umido com diferentes repeticdes. As barras indicam desvio-
padréo. Letras distintas denotam diferencas estatisticamente significantes entre as

médias de acordo com o teste Anova e Tukey (p > 0,05).
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Fonte: elaboracéo da autora.

A figura 56 mostra o resultado do teste de citotoxicidade indireta do

aluminio 1100 apos tratamento com TFD com A.M. puro com multiplas repeti¢cdes.

Todas as amostras dos grupos experimentais apresentaram diferenca significativa

com relacdo ao grupo controle positivo (com p<0,001), ou seja, ndo apresentaram

citotoxicidade.
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Figura 56 — Resultados do teste de citotoxicidade indireta do aluminio 1100 apés
tratamento com TFD com A.M. puro. As barras indicam desvio-padréo. Letras
diferentes denotam diferencas estatisticamente significantes entre as médias de
acordo com o teste Anova e Tukey (p < 0,05).
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Fonte: elaboracéo da autora.

A figura 57 mostra o resultado do teste de citotoxicidade indireta das
amostras dos trés materiais submetidos ao tratamento com TFD com A.M.
adicionado de ureia, com uma unica repeticdo. Nota-se que as amostras do
aluminio 1100 e o aco AISI 304 apresentaram diferencas estatisticamente
significativas quando comparadas com o0 grupo controle positivo, sendo que o
aluminio 1100 apresentou p<0,05 e o aco AISI 304 apresentou p<0,01. As
amostras do polipropileno ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significantes quando comparadas com o grupo controle positivo (p>0,05), ou seja,
apresentaram citotoxicidade.
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Figura 57 — Resultados do teste de citotoxicidade indireta do aluminio 1100, do
olipropileno e do aco Aisi 304, apos tratamento com TFD com A.M. adicionado de uréia.
As barras indicam desvio-padréo. Letras distintas denotam diferengas estatisticamente

significantes entre as médias de acordo com o teste Anova e Tukey (p >0,05).
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Fonte: elaboracéo da autora.
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7. DISCUSSAO

Sabe-se que a esterilizacdo por vapor umido é um dos métodos mais
empregados para materiais utilizados em ambito hospitalar; porém, o risco de
desgaste de certos tipos de materiais leva a busca por métodos de
descontaminacgédo alternativos que sejam eficazes e causem menores danos. O
presente estudo considerou a terapia fotodinamica como método alternativo para
descontaminacdo de diferentes materiais para construcdo de uma bandeja de
apoio para pacientes com fratura exposta.

Em relacdo a metodologia empregada, foi possivel considerar que a
monitoracdo da autoclave, realizada através do indicador quimico e do teste
biolégico, para assegurar o teste de esterilizacdo dos materiais, demonstrou a
efetividade do processo, através da mudanca da cor da fita de rosa para marrom.
Ainda, no presente estudo, foi empregada a bactéria S. aureus para o teste
microbiolégico pois esta bactéria se encontra comumente presente em inumeras
infeccbes nos pacientes em ambiente hospitalar, tais como infeccao em ferida
cirdrgica, infeccao 0ssea (osteomielite), infeccdo em cateter central, formagdes do
biofilme em implante de materiais ortopédicos e instrumentais cirdrgicos
(RIBEIRO, MONTEIRO, FERRAZ; 2012). As imagens do biofilme com o0 S. aureus
cultivado sobre as amostras dos trés materiais avaliados, observadas por
microscopia eletrénica de varredura, demonstraram adesdo, espalhamento e
formacgdo da estrutura tridimensional, caracteristicas do biofilme tipico com esta
bactéria de acordo com a literatura (BECKER, 2017).

A adesédo celular do biofilme sobre a superficie do aco AISI 304 e do
aluminio 1100 foi possibilitada através de um tratamento de superficie prévio, o
que aumentou a adesdo do biofilme em 92% para o aluminio e 117% para o aco.
De acordo com o estudo de WU et al. (2018), que relataram a dificuldade da
adesao celular em superficies lisas, demonstrou-se que a superficie com este tipo
de tratamento facilita a formacédo de microcol6nias da bactéria Staphylococcus
aureus. Neste mesmo estudo, 0s autores utilizaram o tratamento superficial com
tempo de 20 segundos na superficie do ago e obtiveram um aumento de 3,1 x 102

CFU/mL para 9,3 x 10 CFU/mL. Desta maneira, os resultados observados no

presente estudo concordam com o trabalho supramencionado.
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O tipo de superficie do material e o tipo de bactéria influenciam na adeséo
de microrganismos (ARAUO et al., 2010). A superficie hidrofobica facilita a adeséo
dos mesmos (DOMINICIANO, 2015; LOPES, 2016; FRIEDRICZEWSKI, et al.,
2018). Ha controvérsias sobre a adesdo celular em superficies rugosas
(MALMONGE, et al.1999; ROSA, 2018), enquanto ARAUJO et al.,, 2016 e
ANDREOTTI, 2017 relatam que ha facilidade de ades&o celular em superficie
rugosa. E importante salientar que materiais que apresentam a superficie com
dificuldade de adesé&o bacteriana séo excelentes para fabricar dispositivos de uso
hospitalar, pois contribuem indiretamente para a redugcdo de transmisséo de
infeccdo durante o uso (LOPES, 2016).

O método de esterilizacdo mais utilizado em ambiente hospitalar para
materiais termorresistentes é a esterilizacao por vapor umido (com autoclaves);
porém a exposicdo do material ao calor pode produzir alteracdo no
comportamento mecanico dependendo do material e do nimero de exposicoes.
Desta maneira, é importante certificar-se sobre a resisténcia do material quando

exposto ao calor da autoclave para fabricar materiais de uso hospitalar.

Estudos prévios demonstram a eficiéncia da TFD para tratamento de
infeccdes (BIEL, et al.,2011). Podemos ter como exemplo o estudo de ROSA et
al., (2015), o qual utilizaram a TFD (660nM, poténcia 40mW, fluéncia 257J/cm?2 por
180 segundos) com azul de metileno sobre o biofilme com S. aureus cultivado
sobre amostras de o0ssos da tibia de bovinos e obtiveram 3,06log,, de reducdo

bacteriana.

A bactéria S. aureus caracteriza-se por apresentar resisténcia a acao de
antibiéticos (DOMICIANO, 2015; BECKER, 2017). Em relacdo a TFD, a acdo da
molécula do fotossensibilizador, durante a aplicacdo da TFD, é dificultada devido
a presenca da dupla camada lipidica na membrana de algumas bactérias
(DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004; HORI, 2013). No presente estudo, os resultados
foram promissores, pois a aplicacdo da TFD com o azul de metileno, sobre o
biofilme com S. aureus com tempo de irradiagcdo de 5 minutos reduziu 1,88 log;q
UFC/mL do aluminio 1100, 2,04 log;o UFC/mL do aco AISI 304 e 2,68 log;o
UFC/mL do polipropileno. J4 a aplicacdo da TFD com A.M. com irradiacédo por 10

minutos apresentou reducao de 2,42 log ;0UFC/mL para o aluminio 1100, 3,04
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logio UFC/mL para o aco AISI 304 e 3,41 log,o UFC/mL para o polipropileno, ou
seja, melhores resultados foram obtidos quando maiores energias foram
entregues, 0 que sugere que houve maior formagdo de espécies reativas de

oxigénio que resultou em maior morte celular.

Contudo, considerando a necessidade de se obter uma descontaminacao
mais eficiente, sugeriu-se a adicdo de ureia, tendo em vista que a literatura
(NUNEZ et al. 2015) reporta um aumento do efeito da TFD, pois a ureia reduz a
agregacdo, melhora a solubilidade do corante e aumenta absorbancia da luz.
Neste mesmo estudo (NUNEZ et al. 2015), a TFD com azul de metileno 30 uM e
2M de uréia, com tempo de irradiacdo de 6 minutos, propiciou a reducao de 100%
da suspensao com Candida Albicans.

No presente estudo, a reducéo total do biofilme com S. aureus cultivado
sobre as amostras dos materiais foi alcancada através do uso da TFD com A.M.
e ureia 2 M. O tempo de 5 minutos resultou na reducéo total para as amostras do
aluminio 1100. Neste mesmo tempo, as amostras do aco AISI 304 apresentaram
reducédo de 6,04 log;o UFC/mL e as amostras do polipropileno apresentaram
reducdo de 5,52 log;o UFC/mL. Aumentando o tempo de irradiacdo para 10
minutos, ocorreu reducéo total em todas as amostras dos trés materiais, 0 que
comprovou a eficiéncia da ureia em potencializar o efeito da TFD. Como esperado,
o resultado do teste de esterilizacdo com vapor iumido (autoclave) realizado com
as amostras dos materiais contendo o biofilme com S. aureus também apresentou
a reducéo total em todas as amostras.

De acordo com a American National Standard Institute (ANSI 2011), o nivel
de esterilizacdo considerado seguro para materiais de uso hospitalar classificados
como criticos é de 107¢, valor que equivale a sobrevivéncia de 1 em 1.000.000 de
microrganismos. Comparando o efeito da esterilizacdo com vapor umido e o efeito
da TFD com A.M. e ureia, sobre as amostras dos materiais contendo o biofilme
com S. aureus, a TFD demonstrou reducéo total utilizando o tempo de 10 minutos,
enguanto a esterilizacdo por vapor imido demorou 30 minutos a 121 °C. Ambas
as técnicas atingiram o recomendado pela ANSI; porém, para validacdo como

agente esterilizante, para uso em equipamentos medicos, ha a necessidade de se
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comprovar a eficiéncia sobre outros tipos de microrganismos como virus, fungos
e protozodarios.

De acordo com a RDC n.35 de agosto de 2010 da Vigilancia Sanitéaria, para
a desinfeccdo de nivel intermediério, € necesséria a destruicdo de todos os
microrganismos, com exce¢ao do alto niumero de esporos bacterianos. A redugéo
total do biofilme ap6s a TFD com A.M. e ureia pode ser considerada desinfeccao
de nivel intermediario. Pode ser indicada, de acordo com as descricbes de
RUTALA; WEBER, 2013 e do guia de desinfeccédo do Center Disease Control
(CDC, 2009), para o uso em materiais nao criticos; ou seja, que entram em contato
com a pele integra. Para tanto, a TFD com A.M. e ureia ndo podera ser empregada
para a bandeja de apoio ao membro, por este ser classificado como material
critico.

Para comparar a acdo da TFD com A.M. e ureia a acdo do desinfetante de
alto nivel, indicado para materiais criticos, haveria a necessidade de se realizar
testes com esporos bacterianos, sendo a morte destes a caracteristica que difere
o desinfetante de nivel intermediario do desinfetante de nivel elevado (BRASIL,
2010). Vale ressaltar que os desinfetantes de grande uso geral apresentam
algumas desvantagens. O desinfetante Glutaraldeido apresenta toxicidade
durante a manipulacéo, produzindo a corrosdo nos materiais metalicos. O alcool
pode ocasionar endurecimento, dilatacdo nos materiais de borracha e danificar
instrumentos 6ticos (SOBECC, 2017; PSALTIKDS, 2014).

A andlise morfolégica dos materiais com cultivo de biofilme, ap6s passar
por TFD com A.M. durante 10 minutos, evidenciou interrupcéo e ruptura da
estrutura do biofilme. As amostras que foram desinfetadas com a TFD com A.M.
e uréia e as amostras que foram esterilizadas por calor umido mostraram reducao
total, corroborando os resultados microbiolégicos.

Os testes de citotoxicidade avaliaram a seguridade do método de
esterilizacdo e desinfeccdo. Para tal, foram utilizadas as células Vero por sua
similaridade com tecido conjuntivo humano. Embora os resultados do teste de
contato direto nao resultaram em citotoxicidade para nenhum dos materiais ou
tratamentos propostos, o teste por contato indireto do polipropileno tratado com a
TFD com A.M. acrescido de ureia relatou efeito citotdxico. Este efeito pode ser

resultante do aumento das espécies reativas de oxigénio que se formaram durante
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a aplicacdo da TFD com A.M. e ureia (NUNEZ et al. 2015), que podem ter
promovido a degradacdo do material e os subprodutos desta degradacdo podem
ser toxicos para as células Vero.

As espécies reativas de oxigénio, formadas a partir da TFD, contribuem
para a degradacdo do polipropileno, que se caracteriza pelo rompimento da
cadeia polimérica principal ou lateral (PAOLI, 2008). Em estudo de TALLEY et al,
2017, foi observado que a degradacdo de telas de polipropileno utilizadas em
cirurgias ginecolégicas produziu inflamacao; a degradacao da tela de polipropileno
foi confirmada com a observacao do explante no microscopio 6tico. Neste mesmo
estudo, os autores conferiram a degradacdo do PP através da producdo do
processo oxidativo in vitro; para tal, utilizaram amostras de PP incubadas em meio
contendo 0,1M de Fosgénio COCL, com 20% de Peroxido de Hidrogénio H,0,,
por 3 semanas, confirmado através do FTIR, com a presenca da formacado dos
grupos de carbonila (C=0) e radical hidroxil (OH-) (TALLEY et al, 2017).

O aluminio, ap06s esterilizacdo por autoclave com 120 repeticdes
apresentou, apresentou citotoxicidade no teste de contato indireto. GARCIA, em
2014, descreveu conter 0,13% de residuos de aluminio no arroz apds cozinhar na
panela de aluminio por 30 minutos. A autora descreve que o residuo do aluminio
no alimento aumenta com o tempo de exposi¢ao. A exposicao crénica ao aluminio
pode levar a doenca de Alzheimer e a doenca renal (RISVI, et al.,2015). Um
estudo realizado com nanoparticulas de aluminio, ap6s entrar em contato com as
células de fibroblastos e macréfagos, demonstrou que elas apresentaram efeito
citotoxico, ocasionando danos no nucleo da célula (HASHIMOTO; SASAKI;
IMAZATO, 2015). O mesmo efeito ocorreu apds o contato do aluminio com as
células epiteliais do intestino (DJOUINA, et al.,2016).

O calor pode produzir alteracdo do comportamento mecéanico dos materiais
(CALLISTER, 2014). O resultado do teste de microdureza Shore D do PP dado
como recebido foi de 59D, valor condizente ao valor da Matweb. De acordo com
os testes realizados, observou-se que o PP apresentou redugao da microdureza
Shore D para as amostras esterilizadas por autoclave com 28 e 120 repeticdes,
com os valores médios de microdureza de 58D e 45D, respectivamente. Contudo,
as amostras do PP esterilizadas por TFD, apds 28 e 120 repeticdes apresentaram
alteragdo da microdureza para 58D e 48D, respectivamente. Comparando-se 0
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comportamento do PP frente as duas formas de tratamento, a esterilizagao por
vapor umido demonstrou maior reducdo da microdureza em comparacao com as
amostras esterilizadas por TFD com A.M. puro. Este fato sugere que o calor da
autoclave promove maior alteragdo na microestrutura deste material do que as
espécies reativas de oxigénio geradas pela TFD. O comportamento mecéanico do
polimero se altera devido a fatores como 0 aumento da temperatura e 0 processo
fotoquimico. Isto leva ao rompimento de uma ligacéo quimica covalente, que pode
ser da cadeia principal ou na cadeia lateral; este rompimento gera espécies
reativas que poderéo propagar o processo de degradacédo (SUTHERLAND, et al.
1996; ENKO, et al., 2013; WU, et al., 2018).

O teste de microdureza do aluminio apresentou reducéo para as amostras
submetidas ao calor umido apds 4, 28 e 120 repeti¢cdes, com valores de 61HV,
48HV e 40HV respectivamente, enquanto para as amostras tratadas por TFD n&do
apresentaram reducdo estaticamente significativa em compara¢cdo com 0 grupo
controle negativo (sem tratamento). A reducdo da propriedade mecéanica das
amostras tratadas com calor umido pode ser devido a exposicdo do material ao
calor da autoclave (121 °C por 30 minutos) por diversas vezes, 0 que produziu o
recozimento do material com consequente reducdo da microdureza,
possivelmente associada a aniquilacdo de discordancia. TONIATO et al., 2016
descreveram sobre o amolecimento do aluminio na regido afetada pelo calor com
reducao da dureza Vickers de 100,3 HV para 50,7 HV (FERRARI, 2008; SMITH,;
HASHEMI, 2012).

De acordo com os resultados do teste de microdureza Vickers, o valor do
aco AlSI 304 dado como recebido foi de 184 HV; tal valor encontra-se um pouco
acima do valor descrito pela Armco (180 HV, recozido). As amostras do aco AlSI
304 que passaram por tratamento com calor Uumido por 120 repeticOes
apresentaram reducdo da microdureza estatisticamente significante quando
comparada com o grupo controle (de 184 HV para 179 HV), proximo do valor do
aco recozido da Armco. Contudo, as amostras do ago AlSI 304 esterilizadas por
TFD nao apresentaram reducéo estatisticamente significante quando comparadas
com o grupo controle. A exposicao do aco AlSI 304 ao calor da autoclave por 120
vezes ocasionou a reducado da microdureza, embora esta reducdo pode néo ser

significativa a ponto de alterar a durabilidade do material. A literatura mostra que



- 115 -

a temperatura influencia no tamanho dos grdos do aco AlSI 304 e este, por sua
vez, esta relacionado com a resisténcia mecanica (MUHAMMAD, et.al, 2014 e
MOGHANIZADEH; FARZI, 2018). O aumento dos grédos reduz a microdureza
(FERRARI, 2008).

De acordo com os resultados apresentados, o aluminio apresentou
citotoxicidade no teste de contato indireto apos a esterilizacado por 120 repeticoes;
além disso, apresentou reducdo do valor da microdureza para ambos o0s
tratamentos (vapor umido e TFD); desta maneira, este material ndo podera ser
recomendado para a fabricagdo da bandeja de apoio ao membro. O aco AlSI 304
nao apresentou citotoxicidade no teste de contato direto e indireto, mas
apresentou reducao do valor da microdureza Vickers apos a esterilizacédo por calor
seco. Portanto, a bandeja de apoio ao membro podera ser fabricada com aco AlSI
304 e podera ser desinfectado pela TFD com AM. Acrescido de ureia. O PP
apresentou citotoxicidade nas amostras por contato indireto quando tratado por
TFD com A.M. acrescido de uréia, assim como apresentou reducdo da
microdureza apos tratamento com calor umido e por TFD. Desta forma, este
material ndo seria recomendado para a fabricacdo da bandeja de apoio ao

membro.

A esterilizacdo realizada pelo calor umido promove o desgaste de
materiais, o calor da autoclave promove alteracdo do comportamento mecanico
de alguns materiais. A TFD, embora menos destrutiva para os materiais, tem
limitacdes principalmente em relacdo as regides atingidas pela luz, necessitando
de cuidado para o uso. Este processo pode ser utilizado em ambiente hospitalar
e ambulatorial, devido ao baixo custo e a portabilidade, € indicada para materiais
termossensiveis e termorresistentes, além de néo ser tdxica para o manuseio. O
uso deste processo podera contribuir para a reducédo de gastos e indiretamente
no impacto do custo da assisténcia a salde. Ha a possibilidade de estudos da
acado da TFD com A.M. e ureia sobre outros agentes etiolégicos assim como a
fabricacdo de um aparelho com feixe de luz maior para possibilitar testes que

envolvem materiais com dimensao maior.
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8. CONCLUSAO

De acordo com a metodologia proposta e os resultados obtidos, € possivel

concluir que:

1- ATFD com azul de metileno € uma técnica promissora para desinfeccao
de materiais empregados para uso hospitalar, sendo potencializada com a adi¢ao
de uréia 2 M ao fotossensibilizador, com melhores efeitos quando efetuada com

tempo de irradiagéo de 10 minutos;

2 - O calor umido, embora bastante eficaz para a esterilizacdo dos materiais
propostos, gera alteracdes significativas na microdureza dos materiais apos 120

repeticdes, podendo comprometer a vida util deles;

3 — A citotoxicidade do aluminio foi confirmada ap6s tratamento com calor
umido por 120 repeticdes, assim como o polipropileno se apresentou citotdxico

apos a TFD com A.M. e ureia;

4 - Dos materiais avaliados, 0 aco AlSI 304 parece ser 0 mais apropriado
para confeccdo da bandeja de apoio aos membros a ser utilizada em ambito
hospitalar, independentemente do método de desinfeccdo ou esterilizacdo

adotado.
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