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RESUMO

O potencial de utilizacdo da Membrana Amnidtica (MA) em diferentes aplicacfes tem
sido amplamente estudado, e a necessidade de garantir a esterilidade desse material
€ essencial para o seu uso. Por causa do aumento da resisténcia bacteriana €&
importante a pesquisa de novas técnicas de esterilizagdo, sendo o uso de agua
ativada por plasma (PAW) uma alternativa, que consiste em uma técnica onde se
aplica o plasma elétrico na dgua a fim de funcionaliza-la, eliminando assim os pontos
negativos do uso direto do plasma, como a temperatura. O objetivo do trabalho foi
analisar a acdo antimicrobiana da 4gua de osmose reversa (OR) ativada por plasma,
sobre Membrana Amnidtica contaminada com cepa padrdo ATCC® de Escherichia
coli (25922), Klebsiella pneumoniae (13883), e Staphylococcus aureus (6538). A MA
foi contaminada por um inéculo a 1x10% UFC/mL em salina, que ficou em contato por
3 min, apos esse periodo a PAW foi colocada em contato com a MA por 90 min. Para
a ativacao da agua foi utilizado o plasma, gliding arc de Argbnio e ar comprimido com
um tempo de ativacdo de 30 min, estudando a viabilidade celular apés a exposicao
das amostras da Membrana Amnidtica a acdo da PAW. Os principais resultados
obtidos foi a viabilidade celular de 11% com a PAW refrigerada e 15% com a PAW
ambiente para a K. pneumoniae, 9% com a PAW refrigerada e 13% com a PAW
ambiente para 0 S. aureus e 10% com a PAW refrigerada e 14% com a PAW ambiente
para a E. coli, observando uma melhor acao antimicrobiana da PAW refrigerada. Foi
observado uma maior reducdo das UFC quando utilizado a PAW refrigerada + MA e
uma reducédo do pH de 7,04 para 3,41 da PAW refrigerada e uma reducédo de 7,05
para 3,61 com a PAW ambiente. A utilizacdo da MA + PAW apresentou um melhor
resultado do que utilizando apenas a PAW e a MA. Assim, conclui-se que as PAWs
possuem uma acao antimicrobiana significativa, porém nao o suficiente para realizar
a esterilizacdo da MA.

Palavras-chave: Membrana Amnidtica, Acdo Antimicrobiana, gliding arc, Agua
ativada por Plasma.



ABSTRACT

The potential use of the Amniotic Membrane (AM) in different applications has been
widely studied and the need to guarantee the sterility of this material is essential for its
use. Due to the increase in bacterial resistance, it is important to research new
sterilization techniques, with the use of plasma-activated water being an alternative,
which consists of a technique where electric plasma is applied to the water to
functionalize it, thus eliminating the negative points of the direct use of plasma, such
as temperature. The aim of this study was to analyze the antimicrobial action of
plasma-activated reverse osmosis (RO) water on contaminated amniotic membrane
using ATCC® standard strain of Escherichia coli (25922), Klebsiella pneumoniae
(13883), Staphylococcus aureus (6538). The AM was contaminated by an inoculum at
1x10® CFU/mL in saline, which was in contact for 3 min, after which the PAW was
placed in contact with the AM for 90 min. Plasma, gliding arc of argon and compressed
air were used to activate the water with an activation time of 30 min, studying the cell
viability after exposing the amniotic membrane samples to the action of PAW. The
main results obtained were a cell viability of 11% with the refrigerated PAW and 15%
with the ambient PAW for K. pneumoniae, 9% with the refrigerated PAW and 13% with
the ambient PAW for S. aureus and 10% with the refrigerated PAW and 14% with the
ambient PAW for E. coli, observing a better antimicrobial action of the refrigerated
PAW. A greater reduction in CFU was observed when using refrigerated PAW + AM,
and a reduction in pH from 7.04 to 3.41 with the refrigerated PAW and a reduction from
7.05 to 3.61 with the ambient PAW. The use of AM + PAW showed a better result than
using only PAW and AM. Thus, it is concluded that PAWs have a significant
antimicrobial action, but not enough to perform AM sterilization.

Keywords: Amniotic Membrane, Antimicrobial Action, gliding arc, Plasma Activated
Water.
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1 INTRODUCAO

A membrana amnidtica (MA) € a parte interna das membranas fetais, a parte
que fica mais proxima do feto e produz o liquido amniotico, e que € descartada apds
0 parto juntamente com a placenta. Ela € uma membrana avascular, formada por um
epitélio cubico simples, uma membrana basal espessa, que tem em sua constituicdo
o coldgeno de tipo 1V, e uma matriz estromal predominio de coladgeno tipo I, elastina,
laminina, fibronectina e proteoglicanas, entre outras moléculas (FAIRBANKS et al.,
2003; MALHOTRA; JAIN, 2014).

A MA apresenta diversas propriedades, podendo ser aplicada em ferimentos,
onde apresenta acgdo cicatrizante, anti-inflamatéria (GONCALVES; SANT'ANNA,
2021; ROZIN; CARDOSO; GUIMARAES, 2020). SantAnna et al. (2016)
demonstraram a acao anti-fibrotica em fibrose biliar em ratos Varios estudos mostram
gue a Membrana Amnidtica previne a apoptose epitelial (DUA et al., 2004; OLIVEIRA
et al., 2008, MALHOTRA; JAIN, 2014) e que também proporciona o crescimento de
células epiteliais e a sua diferenciacdo (UHLIG et al., 2015). Além dessas
propriedades, a Membrana Amnidtica possui outras propriedades, como a acao
antimicrobiana, impedindo o crescimento e proliferacdo de novos microrganismos no
local, regula a acdo imunoldgica, tem acéo anti-inflamatoria, impede a criacdo de
NOVOS vasos sanguineos e ndo tem a capacidade de criar tumores (SAMPAIO, 2017;
MURRI et al., 2018). Devidos as suas propriedades benéficas a MA tem sido aplicada
em queimaduras, supressao de tumores, Ulceras cérneas, penfigdide cicatricial e na
cicatrizacOes de feridas (MOURA et al., 2017, UHLIG et al., 2015, FAITA et al., 2016).

Por possuir tantas aplicacfes, € necessario que a Membrana Amniética esteja
livre de contaminacdes, uma vez que a forma de coleta causa contaminacdo na
membrana, com 61% das amostras coletadas em um banco de tecidos estando
contaminadas sendo o microrganismo de maior prevaléncia o Staphylococcus aureus,
onde a maior parte das contaminacgdes foi registrada na hora da coleta, chegando a
uma concluséo de que, os profissionais responsaveis pela coleta devem receber um
treinamento adequado para evitar a contaminacao (AGHAYAN et al., 2013).

Sendo a MA um biomaterial que pode apresentar contaminagéo (JUNG et al.,
2021; KHOKHAR et al., 2001; MARSIT et al., 2019), e o0 aumento das bactérias

resistentes a tratamentos convencionais, decorrentes do uso indiscriminado de



13

antibioticos e a reducdo no numero de pesquisas para novos antibioticos (KOCH et
al., 2021; OLIVEIRA et al., 2020), se tem a necessidade de utilizar técnicas para fazer
a esterilizagdo da MA.

Para fazer a esterilizagdo da MA pode utilizar métodos quimicos e fisicos como
a uso de antibioticos, radiacdo gama e acido peracético. A radiacdo gama € uma das
técnicas mais utilizadas para fazer a esterilizacdo (FARRINGTON et al., 2002;
GHOLIPOURMALEKABADI et al., 2020; MOREJON-ALONSO et al., 2007), mas por
ser uma técnica que utiliza radiacéo, pode causar destruicdo e desnaturalizacdo das
camadas da MA (RIAU et al., 2010; VON VERSEN-HOYNCK et al., 2004). Uma
técnica alternativa a ser estudada para a esterilizacdo da Membrana Amniética é a
agua ativada por plasma.

O plasma pode ser definido como um gas totalmente ou parcialmente ionizado
com um numero igual de particulas com cargas positivas e negativas (SHINTANI et
al., 2010). Os plasmas séo divididos em duas categorias: Plasma Térmico e Plasma
Nao Térmico. O primeiro tipo basicamente ocorre quando os niveis de energia dos
elétrons e das espécies reativas sdo proximos, esse equilibrio Termodinamico entre
0s elétrons e as espécies reativas gera um plasma quente o que confere o nome
térmico a esse tipo de plasma, enquanto o segundo se configura em sistemas de baixa
pressédo, onde a energia média dos elétrons € muito maior do que aquela das espécies
reativas, essa falta de equilibrio Termodinamico faz com que o plasma gerado seja
frio dando o nome ndo térmico a esse plasma (DE AVILLEZ; ANELA;
BREITSCHWERDT, 2018; GUPTA; AYAN, 2019).

Nos ultimos anos, os estudos demostraram um bom efeito antimicrobiano da
agua tratada por plasma sendo a agua ativada por plasma (PAW) uma de suas
variagdes. Seja em bactérias, em leveduras ou outros microrganismos, devido ao fato
de possuir um pH baixo, variando de 0 a 7, ocorrendo a producdo de peroxido de
hidrogénio, nitrato e nitrito. Sabe-se também que solu¢des aquosas que contém ions
nitrito (acido nitroso) com pH menor que 4 sdo solugdes antimicrobianas. A PAW é
uma agua tratada com plasma com o objetivo do tratamento e dar uma nova funcao
para a agua, e, por consequéncia, possui varias aplicabilidades, sendo elas: (i) o
tratamento de células cancerigenas (XU et al. 2018), (ii) a esterilizacao de superficies
e de liquidos, também podendo ser aplicada na (iii) area da agricultura, promovendo

a diminuicdo do tempo germinativo das sementes, estimulando seu crescimento e
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atuando como fertilizante natural (KAMGANG-YOUBI et al., 2009). Yong et al. (2018)
verificaram que a PAW possui acdo antimicrobiana e um potencial esterilizante, além
de desfrutar de uma capacidade que preserva alimentos através da eliminacdo de
bactérias, fazendo, por fim, um processo denominado curing, traduzido como “curar”.

Considerando o panorama de aplicacfes biomédicas do plasma e da agua
ativada por plasma (KAUSHIK et al., 2018), a hipotese deste estudo é que esta agua
possa ser aplicada sobre membranas amniéticas promovendo sua desinfeccéo e/ou

esterilizagdo, assim como potencializar o efeito da membrana amnidtica.

1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo desse trabalho € analisar a agdo antimicrobiana da agua ativada por
plasma (PAW) em Membrana Amnidtica (MA) contaminada com Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae, a fim de possibilitar seu uso em

diferentes aplicagdes.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar e comparar a a¢do antimicrobiana da agua em temperatura ambiente e
refrigerada ativadas por plasma;

e Avaliar a alteracéo de pH apoés a ativacao da agua;

e Avaliar qual microrganismo mostrou maior susceptibilidade a acédo da PAW por
meio de uma maior reducédo de UFC/ml e viabilidade celular apds a exposicao;

¢ Analisar o efeito antimicrobiano da agua ativada por plasma em Membra Amniotica
contaminada;

e Comparar o efeito da agua ativada por plasma com o efeito antimicrobiano da

Membrana Amniética associada a agua ativada por plasma.

1.3 JUSTIFICATIVA

Para usar a MA nos procedimentos clinicos, € necessario ela estar livre de

contaminacgdes, assim como utilizar uma técnica de esterilizagdo que ndo cause danos
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a sua integridade estrutural, o que € imprescindivel para a manutencdo das suas
propriedades bioldgicas e mecanicas. O plasma ndo térmico pode ser considerado
uma tecnologia inovadora na eliminacdo de microrganismos em Varios tipos de
materiais, biolodgicos e ndo bioldgicos, além de ser uma tecnologia considerada limpa
(GARCIA; BITTENCOURT, 2010). Entdo a busca por técnicas alternativas para a
desinfeccao e/ou esterilizagdao da MA, como a agua ativada por plasma é de grande
interesse, considerando as propriedades antimicrobianas e a possibilidade de ser

aplicada em tecidos biolégicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Neste capitulo serd apresentado o levantamento bibliogréfico realizado sobre
0s principais assuntos discutidos neste trabalho: Membrana Amniética, plasma, agua

ativada por plasma, microrganismos.

2.1 MEMBRANA AMNIOTICA

A MA é a camada mais interna da placenta, que fica mais préxima ao feto,
possuindo espessura que varia de 0,02 a 0,05mm. Ela é uma membrana que néo
possui vascularizacdo, musculos ou nervos, sendo sua parte externa conectada ao
cério e a parte mais interna banhada no liquido amniotico (FERENCZY; SOUZA,
2020). A camada epitelial é constituida por células epiteliais cuboides, que ficam em
contato com a membrana basal, permitindo que tenha um transporte de
macromoléculas entre o espaco luminal e a membrana basal (DUA et al., 2004; DUA,;
AZUARA-BLANCO, 1999; NEUMANN, 2014).

A MA é obtida a partir das placentas provenientes de cesareas ou partos
normais, porém varios pesquisadores tem preferéncia por membranas provenientes
de partos ceséareas, pois diminui o risco de contaminacdo na hora da colheita
(FERENCZY; SOUZA, 2020; GANATRA; DURRANI, 1996; PAGGIARO et al., 2010).
Para que o uso desse material seja possivel, € necesséario que a doadora tenha
exames sorolégicos negativos para HIV-1, Hepatite B, Hepatite C, sifilis,
citomegalovirus e tuberculose (PENA et al., 2007). Depois da colheita, a placenta é
levada ao laboratério, onde a MA € separada do cério e processada por meio de
lavagens com salina estéril, antibidticos e antifungicos (RIAU et al., 2010).

A MA é composta por uma camada epitelial e uma membrana basal, que além
das moléculas de colageno I, 111, IV, V e VII, também é composta de outras moléculas,
como a elastina, que confere elasticidade para a MA, também possui a laminina e
fibronectina que promovem a adesao celular e os proteoglicanos que € a principal
molécula da membrana basal (DUA et al., 2004; MURRI et al., 2018; PEREIRA et al.,
2005; SANGWAN et al., 2007). Todas essas macromoléculas desempenham a funcéo
de regulacdo da proliferacdo celular, que promove o crescimento e remodelacao
tecidual (SAMPAIQO, 2017; NASEER et al., 2018). A camada mesenquimal ou estroma
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da membrana se divide em camada compacta, fibroblastica e esponjosa a camada
compacta € composta por fibronectina e colageno I, I, V e VI, onde é responsavel por
dar a forma a MA, a camada fibroblatica apresentam células mesenquimais, que sdo
responsaveis pela secrecdo dos colagenos, e com potencial de células tronco
pluripotentes, ja a camada esponjosa fica em contato com o corio, e é constituida por
colageno do tipo lll, proteoglicanas e glicoproteinas, dando a ela a sua caracteristica
esponjosa (LEAL-MARIN et al., 2021; NIKNEJAD et al., 2008; ROZIN; CARDOSO;
GUIMARAES, 2020).

Por causa das suas propriedades regenerativas, anti-inflamatorias,
antitumorais, antifibroticas, antimicrobianas (MAO et al., 2017), antiparasitarias e pela
sua baixa imunogenicidade a MA é utilizada na medicina e engenharia tecidual
(SAMPAIO, 2017; FENELON et al., 2021; MALHOTRA; JAIN, 2014), por causa da sua
semelhanca estrutural com as células tronco (NEJAD et al., 2021). A MA é utilizada
em diversos procedimentos médicos, como em queimaduras (MOURA et al., 2017),
supressao de tumores (JAFARI et al., 2021), Ulceras cérneas (UHLIG et al., 2015),
penfigdide cicatricial e na cicatrizagfes de feridas (FAITA et al., 2016). Varios estudos
mostram que a Membrana Amnidtica previne a apoptose epitelial (DUA et al., 2004;
OLIVEIRA et al., 2008; JAFARI et al., 2021; YOSHIDA et al., 2021; MALHOTRA; JAIN,
2014) e que também proporciona o crescimento de células epiteliais e a sua
diferenciacdo (RAMUTA; KREFT, 2018; WASSMER; BERISHVILI, 2020). Além
dessas propriedades, a MA possui outras propriedades, como a agcao antimicrobiana,
impedindo o crescimento e proliferacdo de novos microrganismos no local aplicado,
regula a acdo imunolégica, impede a criagdo de novos vasos sanguineos e nao tem a
capacidade de gerar tumores (SAMPAIO, 2017).

A acdo antimicrobiana da MA se da por meio da presenca de peptideos
encontrados em seu epitélio, como as beta-denfensinas 1-3, a proteina SLPI e a
elafina (HEIDARZADEH et al., 2018; MUNADZIROH et al., 2022). Os efeitos
antimicrobianos da MA foram estudados contra diversas espécies de microrganismos
e obtendo bons resultados em Escherichia coli, Estreptococos, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus (HEIDARZADEH et al.,, 2018; RAMUTA,
STARCIC ERJAVEC; KREFT, 2020; SKET et al., 2019).

Embora a MA seja estéril, no processo de colheita ela pode ser contaminada,
seja pelo parto vaginal como pelo parto cesarea (LEAL-MARIN et al., 2021; MARSIT
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et al., 2019). Os principais microrganismos que infectam a MA durante a colheita séo
os Staphylococcus coagulase negativo Staphylococcus aureus, Streptococcus
viridans, Enterobacter sp., Neisseria sp, Escherichia coli, Streptococcus faecalis e
Pseudomonas aeruginosa (HE et al., 2020; JUNG et al., 2021).

Com relacdo a forma de preservacao, para tratamentos clinicos, a MA pode ser
utilizada tanto na forma fresca como na forma preservada, e para isso ela precisa
estar livre de qualquer contaminacéo, por esse motivo ela passa por procedimentos
para garantir a sua esterilizacdo (GHOLIPOURMALEKABADI et al., 2020). Os
principais métodos utilizados para a esterilizacdo da MA sdo a radiacdo Gama e o
Acido Peracético (FARRINGTON et al., 2002; HODDE; HILES, 2002). Quando se
aplica a radiacdo gama se usa uma dose de 25kGy a 50kGy, porem alguns estudos
demonstram que a radiacdo gama em altas concentracdes pode causar destruicéo e
degradacéo de todas as camadas da MA (VON VERSEN-HOYNCK et al., 2004), por
isso utiliza-se uma menor dose de 25kGy (SINGH et al., 2007). O Acido Peracético
apresenta propriedades antifungicas, bactericida e antivirais (BALDRY, 1983). Um
tratamento alternativo utilizado € com o uso de antibidticos e antifingicos como a
gentamicina, imipenem, nistatina, polimixina B e vancomicina, porem eles podem
acabar sendo toxicos para as células da MA (SHORTT et al., 2009). Segundo Kaushik
et al. (2018) o Plasma tem a capacidade de ser utilizado como uma técnica alternativa

devido as suas propriedades antimicrobianas e sua utilizacdo em tecidos bioldgicos.

2.2PLASMA

Na ciéncia fisica, além dos estados classicos da matéria: sélido, liquido e
gasoso, existe um outro estado, que tem o nome de plasma. Estima-se que mais de
99% do universo visivel se apresenta no estado de plasma (DE GEYTER; MORENT,
2012; SHINTANI et al., 2010). De um modo geral, o plasma pode ser definido como,
um gas total ou parcialmente ionizado, ou seja, um de elétron ndo esta ligado a uma
molécula, se convertendo em ions que ficam carregados positivamente (FRIDMAN;
FRIEDMAN, 2013), possuindo um numero igual de particulas carregadas positiva e
negativamente (SHINTANI et al., 2010). Sendo assim o plasma € um gas de particulas

livres e particulas neutras que se movem de maneira aleatéria (PESSOA, 2009).
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Os plasmas podem ser classificados de acordo com as condi¢des de trabalho:
guando os niveis de energia dos elétrons e das espécies reativas sao proximos, 0
plasma resultante € chamado de “plasma térmico”, altamente ionizado e geralmente
gerado a alta pressdo. Em sistemas de baixa pressao, a energia média dos elétrons
€ muito maior do que das espécies reativas e o plasma resultante é chamado "plasma-
frio" ou “nao-térmico”(MOREAU et al., 2005).

Plasmas nao-térmicos sdo gases ionizados gerados sob baixa presséo. A baixa
pressdo permite um percurso livre de colisbes entre os elétrons acelerados e as
particulas neutras e ions que estdo proximas a temperatura ambiente, 0 que garante
a exposicao geral a temperaturas baixas (SHINTANI et al., 2010). Por causa das suas
vantagens técnicas e econdmicas, os plasmas nao-térmicos tem sido cada vez mais
usados para a esterilizacdo, purificacdo de 4gua, medicina e agricultura (MILDAZIENE
et al., 2022). Os plasmas nao-térmicos sédo geralmente usados na medicina para o
tratamento de tecidos. Além das aplicacdes terapéuticas, também é usado para
modificacéo de superficies e descontaminacg&o biologica (BRANY et al., 2020).

O plasma nédo-térmico reduz a viabilidade das bactérias pela formacao de
radiacdo UV, criacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e criacdo de
corrente elétrica. As espécies reativas sao formadas pela interacdo do plasma com o
ar e pela interacdo do plasma com liquido. Os radicais hidroxila e 6xidos nitricos séao
geralmente formados pela interacdo do plasma com o ar, 0s nitratos, nitritos e peroxido
de hidrogénio sdo espécies reativas de vida longa e sao formados pelas interacdes
do plasma com liquidos (BRUGGEMAN et al., 2016).

2.2.1 Agua ativada por plasma (PAW)

A PAW é uma agua onde o plasma ¢é aplicado procurando funcionaliza-la, e, por
consequéncia, possui varias aplicabilidades, sendo elas: (i) o tratamento de células
cancerigenas (XU et al., 2018), (ii) a descontaminacéo de superficies e de liquidos,
também podendo ser aplicada na (iii) area da agricultura, com o objetivo de diminuir
do tempo de germinagéo das sementes e estender o tempo de prateleira de frutas e
legumes (AL-SHARIFY et al., 2020), com a vantagem de nado causar alteracdes na
coloracdo e aspectos visuais, quando comparada com a aplicacéo direta do plasma
(KAMGANG-YOUBI et al., 2009). Nos ultimos anos, estudos demostraram que a PAW



20

tem um bom desempenho antimicrobiano, devido ao fato de possuir um pH baixo,
variando de 0 a 7 e a formacédo de espécies reativas de oxigénio (ERO), como radical
hidroxila (OH), oxigénio (O), oz6nio (O3) e peréxido de hidrogénio (H202) e de
nitrogénio (ERN), como o peroxinitrito, nitrato (NO3) e nitrito (NO2) (Figura 1), uma vez
gue solucbes aquosas que contém ions nitrito (acido nitroso) com pH menor que 4

sdo sabidamente, solugcbes antimicrobianas (KONG et al., 2009; LAURITA et al.,

2015).
Figura 1 - Mecanismo de transferéncia de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.
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Fonte: Zhou et al., (2018).

As espécies reativas podem alterar os processos quimicos da membrana celular
ou a permeabilidade da célula, ja que pode produzir efeitos nocivos ao interagir com
biomoléculas, especialmente com DNA, causando quebras de fitas e possiveis danos
gue podem levar a mutacdo e morte celular (VLAD et al., 2019). Estudos comprovam
gue as espécies reativas geradas pelo plasma tém a capacidade de permanecer no
liguido por um longo periodo de tempo se armazenados em condi¢bes adequadas e
a duracao e quantidade de espécies reativas na PAW estao diretamente relacionadas
ao tempo de tratamento ao qual a agua € submetida (TRAYLOR et al., 2011).

As concentracdes de espécies reativas na agua estao relacionadas com o tipo
de plasma utilizado na ativagéo da agua, o tempo de ativagéo e na temperatura inicial
da 4gua, onde diferentes sistemas de plasma e gases utilizados para a geracdo do
plasma vao gerar diferentes quantidades de espécies reativas (THIRUMDAS et al.,
2018; ZHOU et al., 2020), quanto maior o tempo de ativacdo da agua maior vai ser a
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concentracdo de espécies reativas geradas (OH et al., 2018; ZHAO et al., 2021b) e a
temperatura inicial da agua utilizada para a ativacéo influencia na quantidade de
espécies reativas encontradas, pois de acordo com a Lei de Henry, a solubilidade de
gases na agua € inversamente proporcional a temperatura, ou seja quanto maior a
temperatura da agua menor a solubilidade dos gases (PANG et al., 2022).

A PAW possui varias aplicacfes, porém uma das principais € a inativacao de
microrganismos, como Escherichia coli (XIANG et al., 2019), Salmonella. (LIN et al.,
2019), Klebsiella pneumoniae (MUHAMMAD et al., 2019), Staphylococcus aureus
(SHEN et al., 2016; XU et al., 2018).

2.3 MICRORGANISMOS

Existem microrganismo de importancia médica com grande prevaléncia nas
contaminacgdes de MA e que sofrem a acdo da PAW, como Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae e Staphylococcus aureus.

2.3.1 Escherichia coli

A Escherichia coli é uma bactéria pertencente a familia Enterobacteriaceae,
com formato de bacilo e Gram-negativa, onde tem a capacidade de se reproduzir em
um ambiente com ar e ambientes sem ar, sendo assim uma bactéria anaerdbica
facultativa. Pode ser encontrada na microbiota intestinal de seres humanos e animais,
no solo e na agua (ERCAN et al. 2018, SOUZA et al. 2016).

Embora a Escherichia coli seja uma bactéria comensal, ou seja, vive em uma
situacdo simbidtica e harmbdnica com nosso organismo, se ocorrer um desequilibrio
do nosso sistema imune ou se houver migracdo de sitio, ela pode se tornar uma
bactéria patogénica, causando varias doencas, como: infec¢des urinarias, diarreias,
colite, meningite e sepse (SOUZA et al. 2016).

A E. coli é uma das bactérias mais prevalentes encontradas em hospitais
(CARNEIRO et al., 2008; NOGUEIRA et al., 2009), tendo a capacidade de adquirir
atributos de viruléncia e se tornando patogénicas. Essas bactérias podem ser
divididas em: E. coli enterotoxigénica (ETEC) que produz toxinas indutoras da

liberacdo dos fluidos intestinais; E. coli enteropatogénica (EPEC), causa infeccao
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frequente induzindo diarreia infantil (SOUZA et al., 2016); E. coli enteroinvasiva (EIEC)
qgue invade a célula do intestino se multiplicando dentro e causam destruicdo das
células do colon intestinal (FERRASSO et al., 2014); E. coli enteroagregativa (EAEC),
a qual forma agregados bacterianos que diminuem a absor¢cdo de nutrientes pelo
intestino causando assim diarreia mucoide (ANDRADE; HAAPALAINEN;
FAGUNDES-NETO, 2011) e a E. coli enterohemorragica (EHEC) que é a variante
mais grave, pois ao liberar a toxina Shiga causa lesdes das células epiteliais do
intestino e rins, e ao se internalizar nas células, se conectam ao RNAr (acido
ribonucleico ribossémico) interrompendo a sintese proteica e destruindo as
vilosidades intestinais, diminuindo assim a absorcao de nutrientes. Também aumenta
a perda de liquido, ao entrar em contato com o glomérulo renal, faz com que diminua
a capacidade de filtracdo glomerular causando a sindrome hemolitica urémica
(NGUYEN; PERANDIO, 2012; ROSA; BARROS; SANTOS, 2016).

2.3.2 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae é um bastonete Gram-negativo e anaerobico facultativo,
porém o seu crescimento € melhor em condi¢des aerdbicas, possui colbnias grandes
e iméveis, o tamanho da colénia se da pela presenca da capsula mucéide
polissacaridica, que protege contra a fagocitose e auxilia em sua aderéncia (UMED,
2002; VALENZUELA-VALDERRAMA; GONZALEZ; PALAVECINO, 2019).

Os principais sintomas de infeccdo com Klebsiella pneumoniae sao febres,
taquicardia, problemas de respiracdo, hipotensdo, inchaco e faléncia multipla de
orgaos. O género Klebsiella faz parte da familia Enterobacteriaceae e pode ser
encontrado no meio ambiente e nas mucosas de seres humanos e animais. (EFFAH
et al., 2020; KURATOMI, 2008).

A Klebsiella pneumoniae € uma bactéria frequentemente encontrada em
infeccbes hospitalares na ala de terapia intensiva (UTI), principalmente a Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC), que € uma bactéria que possui resisténcia aos
antibiéticos carbapenémicos, além de inativar a acdo de penicilinas, cefalosporinas e
monobactamicos (DIENSTMANN et al.,, 2010; HUSSEIN et al., 2022; SMITH
MOLAND, 2003; TSIOUTIS; EICHEL; MUTTERS, 2021), e esses medicamentos Sao
cerca de 95% de todos os medicamentos disponiveis (CASTRO, 2000; PLAZAK;



23

TAMMA; HEIL, 2018; SPAZIANTE et al., 2020). Um fator que complica ainda mais a
sua infeccdo é que normalmente as pessoas internadas ja possuem alguma doenca
base, como pneumonia e infec¢gbes por outros microrganismos, estando assim com a
imunidade baixa (SOUSA; RAMALHO; CAMARGO, 2020; SOUSA et al., 2007).

2.3.3 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é um coco Gram-positivo, pertencente a microbiota
humana, é uma bactéria oportunistica que ataca o corpo humano, e anaeroObica
facultativa que possui um melhor crescimento em situacdes aerdbicas do que
anaerdbicas (SANTOS et al., 2007). E uma bactéria de um grande interesse médico
por ser um agente etiolégico de infec¢cdes nosocomiais e comunitéarias (ALMEIDA et
al., 2016).

Mesmo fazendo parte da nossa microbiota o Staphylococcus aureus € uma
bactéria oportunista, causando doencas quando se tem uma migracao de sitio ou
imunidade baixa, os principais sintomas sao: inchaco da pele, abscessos, bolhas,
febre, dor muscular, ndusea, dor abdominal, diarreia e vomito (POLLITT et al., 2018).

Uma importante variante do Staphylococcus aureus € a MRSA (Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina), que é resistente a todos os medicamentos Beta-
lactamicos, antibiéticos muito utilizados em infec¢des por S. aureus. Estes antibioticos
inibem a sintese da barreira celular, causando assim a lise da bactéria, (BARBERATO-
FILHO et al., 2020; GELATTI et al., 2009). Ela acomete principalmente pessoas
internadas em hospitais, porém recentemente ha casos de infec¢des encontradas na
comunidade, algo preocupante jA que € uma bactéria de dificil identificacdo e que
possui grande resisténcia a antibidticos (GELATTI et al.,, 2009). As principais
estratégias utilizadas para a sua prevencdo é identificacdo de pacientes
assintomaticos, controle da utilizacdo de antimicrobianos e a lavagem de méos e
superficies em que os profissionais da saude e pacientes entram em contato
(ANDRADE et al., 2021; CALFEE et al., 2008).
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3 METODOLOGIA

O presente estudo foi devidamente submetido e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade do Vale do Paraiba (parecer n® 5.277.784), conforme o
Anexo A.

O trabalho foi realizado em duas etapas: 1) Avaliacdo da viabilidade celular e
da contagem de UFC/mL da PAW ativada em temperatura ambiente (27 °C) e da PAW
ativada refrigerada (4,0 °C); 2) Avaliacdo da viabilidade celular e da contagem de
UFC/mL da PAW ativada em temperatura ambiente (27 °C) associada a MA e da PAW
ativada refrigerada (4,0 °C) associada a MA. Todo o experimento foi realizado em
triplicata. O procedimento realizado durante o trabalho pode ser observado de forma
simplificada na figura 2.



Figura 2 - Sequéncia dos procedimentos da metodologia

Preparar do inéculo

Ativar 250m| de dgua de
osmose reversa
refrigerada e em

temperatura ambiente

Coletar e processar a MA

Centrifugar 1ml do Contaminar a MA com
inéculo por 15min a 40pL inéculo por 3 min
4000rpm

Acrescentar 2 ml de
PAW e incubar por 90
min.

Descartar o
sobrenadante

Adicionar 10ml da PAW
e incubar por 90min

Realizar a diluigdo
seriada e semear em
agar PCA

Realizar a diluigdo
seriada e semear em
agar PCA

Realizar o teste de
viabilidade celular com
cadmara de Neubauer
utilizando a PAW
contaminada + azul de
Tripan 0,02%

Realizar o teste de
viabilidade celular com
camara de Neubauer
utilizando a PAW
contaminada + azul de
Tripan 0,02%

Armazenar a PAW em

temperutura ambiente

utilizando frasco ambar
para a repeticdo do

experimento apos 24h

Fonte: Autor
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3.1 ATIVACAO DA AGUA

As amostras de 4gua de osmose reversa (OR) foram obtidas utilizando um
sistema purificador do modelo OS 10 LXE, pertencente a marca Gehaka, onde 250 ml
de dgua de osmose reversa (resistividade > 1,0 MQ-cm) foi refrigerada a 4.0 °C em
geladeira do modelo Consul CRD37 e depois ativada, enquanto outra amostra de 250
ml foi armazenada em temperatura ambiente para ser ativada.

Para a ativagcdo da agua, foi utilizado um sistema de plasma do tipo gliding arc
(Figura 3), com poténcia de 18,4 W e 60 Hz de frequéncia, utilizando 6 L/min de
Argbnio + 4 L/min de ar comprimido para geracdo da descarga. A distancia utilizada
entre a saida do plasma e a amostra (superficie da dgua) foi de 2 mm com um tempo
de ativacdo de 30 minutos. As 4guas tiveram o seu pH medido antes e apds a sua

ativacao utilizando o pHmetro PG1800 da Gehaka.

Figura 3 - Arranjo experimental: (A) Equipamento em funcionamento e (B) Montagem experimental.
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Fonte: Adaptado de Doria (2019).

3.2 AVALIACAO DA ACAO ANTIMICROBIANA DA PAW SOBRE OS
MICRORGANISMOS

Um in6culo de cepa padréo de E. coli ATCC® (25922), S. aureus ATCC®
(6538) e K. pneumoniae ATCC® (13883) de 108 UFC/mL foi preparado em caldo BHI
(Brain Heart Infusion) da fabricante KASVI e incubado por 24h. ApGs esse periodo o
in6culo foi centrifugado a 4000 rpm por 15 min e o pellet ressuspendido com 10 mL

de PAW e incubado por 90 minutos (agitado em voértex a cada 20 min). Amostras
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controle foram incubadas em aguas sem o tratamento. Apos a incubacdo de 90
minutos do microrganismo na PAW, foi realizado uma diluicdo celular 1:107 para
semear em agar PCA (Plate Counting Agar) da marca KASVI.

O restante da PAW foi armazenado em frascos ambares, onde experimento foi
repetido 24h e 48h apds a ativacdo da agua, onde as partes repetidas foram a da

incubacédo do indculo na PAW, semeadura e avaliacao da viabilidade celular.

3.3 COLHEITA DA PLACENTA

Foram utilizadas trés placentas humanas com um periodo gestacional de 37
semanas ou superior, colhidas de cesarianas eletivas de pacientes com gestacao
normal, no centro cirdrgico obstétrico do Maternidade Santa Casa de S&o José dos
Campos, apés consentimento prévio da parturiente (Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido assinado) e apos todos 0os exames negativos para HIV -1 e 2, hepatite B
e C, sifilis e COVID-19.

3.4 PROCEDIMENTOS COM A MEMBRANA AMNIOTICA

As Placentas foram coletadas na Maternidade da Santa Casa, e levadas para
o Laboratério de Histologia e Terapia Regenerativa para serem processadas. O
processo foi realizado no fluxo vertical, onde a Membrana Amnidtica foi retirada do
corio, cortando primeiro o local do corddo umbilical para facilitar a retirada (Figura 4).
ApOs a separacdo manual da MA do cério, ela foi lavada extensivamente com solugéo
fisiologica contento 100 pg/ml de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e
anfotericina B (LIFE TECH BRASIL COM IND PROD BIO LTDA) (Figura 5). Ap6s o
processamento da MA, foram cortados 12 fragmentos por placenta de 1,5 cm de
diametro da regido anatdbmica RA (‘reflected amnion' — amnion da membrana fetal
extraplacentaria) utilizando um cortador circular (Figura 6) e posteriormente
armazenados pelo método de criopreservagdo, em meio DMEM/glicerol 1:1 a -80 °C
por 7 dias (DEMEM da marcaSigma-Aldrich Brasil Ltda) (Figura 7).



Figura 4 — Separacao manual da MA. Seta laranja é o corddo umbilical e a seta preta é o corio.

Fonte: Autor

Figura 5 — Processamento da M A apés ser separada do corio e lavada com solugdo de antifingico e
antibioticos. O circulo redondo, é o espago do corddo umbilical removido.

Fonte: Autor
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Figura 6 - Cortador circular sendo utilizado na MA para pegar os fragmentos.

V b ‘w — IE

Fonte: Autor

Figura 7 - Amostras de MA, ja fragmentadas na dimensao adequada, em meio DMEN e glicerol 1:1, no freezer -
80 °C.

Fonte: Autor

Apés a criopreservacao, os fragmentos descongelados foram divididos em
quatro grupos para cada microrganismo estudado: Controle positivo, controle
negativo, grupo tratado com a temperatura ambiente e grupo tratado refrigerado. Cada
fragmento de MA foi colocado em tubos Falcon de 15 ml, e contaminados com 40 pl
de um in6éculo com 108 UFC/mI das bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus
e Klebsiella pneumoniae e deixadas em contato com o inoculo por 3 minutos para
garantir a aderéncia das células bacterianas.

O tratamento das amostras de MA contaminadas foi realizado adicionando 2 mi

de PAW (refrigerada ou a temperatura ambiente) imediatamente apds a sua ativagcao
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em frascos conicos estéreis e incubados por 90 min. As amostras do grupo controle
foram incubadas em agua sem ativacédo. Todas as amostras foram semeadas em agar
PCA (Plate Counting Agar), apés diluicdo seriada 1:10* imediatamente apds o
tratamento, e incubadas a 37°C por 24h. Em seguida foi realizado a contagem das

Unidades Formadoras de Colonia (UFCs).

3.5 VIABILIDADE CELULAR

Apos a incubacédo dos microrganismos na PAW, foi preparada uma solucéo 1:1
da suspensdo bacteriana e azul de Tripan 2% e incubada por 15 min, apds esse
periodo, um volume de 10 pl foi analisado em Cémara de Neubauer® para
quantificacdo da viabilidade celular fazendo a contagem nos quatro quadrantes. Por
esta técnica, as células translucidas séo consideradas viaveis e as coradas de azul
sao consideradas inviaveis. O célculo utilizado para a determinacdo do percentual de
viabilidade celular foi:

Viabilidade celular (%) = n.° de células vidveis nos 4 quadrantes x100

total de células nos 4 quadrantes
3.6 MICROSCOPIA ELETRONICA POR VARREDURA (MEV)

A andlise de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) foi realizada utilizando
0 equipamento modelo EVO MA 10 (Zeiss), localizado na Central Analitica
Multiusuario do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade do Vale do
Paraiba. Para a metalizacdo com ouro, foi colocando 70 pl da PAW contaminada em
laminulas de vidro, e ao secarem estas foram colocadas em um suporte ou porta
amostra com o auxilio de fitas de carbono e inseridos na metalizadora da Emitech
modelo K550X.

3.7 ANALISE ESTATISTICA
Para a realizacéo da analise estatistica 0 método ANOVA foi empregado, para

avaliar a presenca de diferencas significativas entre os grupos, quando comparado

com o grupo controle, com a finalidade de afastar a possibilidade de que os resultados
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sejam frutos de mera casualidade. Foi utilizado o software Origin® 2015 com um a =
0,05.
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4 RESULTADOS

ApGs a realizagdo da metodologia descrita no item 3, os resultados obtidos
estdo descritos abaixo.

4.1 ANALISE DO PH

Na Figura 8, observa-se que houve uma diminuicdo do pH apds a ativagao, e que
ao decorrer do periodo estudado o pH teve um leve aumento. Dentre as PAW
estudadas a PAW refrigerada apresentou uma maior reducao do pH, baixando de 7.04
para 3.41 imediatamente apos a ativacao em termos de valor médio, aumentando para
3,60 e 3,71 apds 24h e 48h respectivamente. J& a PAW em temperatura ambiente
apresentou uma reducéo inicial do pH de 7.05 para 3.61, aumentando para 3.69 e

3.89 apdbs 24h e 48h respectivamente.

Figura 8 - Andlise do pH ao longo do periodo estudado.
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Além de observar a alteracdo de pH apods a ativagdo da PAW, também foi

observado a mudanca de temperatura, sendo que a agua em temperatura ambiente
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estava a 27.3 °C antes da ativacao e 53.5 °C apos a ativacao, ja a agua refrigerada

apresentava uma temperatura de 4.1 °C e ap6s a ativacao ficou em 27.6 °C.

4.2 VIABILIDADE CELULAR DOS GRUPOS DE MICRORGANISMOS
SUBMETIDOS A AGUA ATIVADA POR PLASMA

Os resultados obtidos demonstraram que a PAW refrigerada, quando
comparada com a PAW em temperatura ambiente, possui uma melhor acdo
antimicrobiana sobre todas as cepas padrédo ATCC® estudadas.

Para ambas as aguas a Klebsiella pneumoniae apresentou a menor reducao
da viabilidade celular dentre as bactérias estudadas, possuindo uma viabilidade
celular inicial de 39% para a PAW em temperatura ambiente e aumentando para 49%
apos 24h do tratamento e 70% apos 48h, ja na viabilidade celular da PAW refrigerada
houve uma maior reducéo da viabilidade celular, observando imediatamente apds a
ativacao da agua a viabilidade de 34%, aumentando para 46% ap0s 24h e chegando
a 66% de viabilidade celular ap6s 48h. A Escherichia coli e o Staphylococcus aureus
apresentaram resultados similares, sendo que a Escherichia coli em contato com a
PAW em temperatura ambiente apresentou uma viabilidade de 35% imediatamente
apos, aumentando para 46% apoOs 24h e 66% apos 48h. O Staphylococcus aureus
apresentou uma reducgdo da viabilidade inicial de 34% para PAW em temperatura
ambiente, 48% para 24h apds a ativagdo da agua e 67% no final do tempo estudado.
Ja para a PAW refrigerada foi observado uma maior reducéo da viabilidade celular,
sendo que a Escherichia coli apresentou uma viabilidade de 25% apds a ativacao da
agua, e foi aumentando para 40% apds 24h e 60% apds 48h. Ja a viabilidade celular
do Staphylococcus aureus foi de 24% inicialmente, para 40% 24h apdés a ativacao da
agua, chegando a 61% apos 48h. A diferencga da viabilidade celular entre as bactérias

e entre as diferentes PAWSs é observada na Figura 9.



34

Figura 9 - Comparacéo da Viabilidade Celular (%) entre os diferentes microrganismos, apés 24h e 48h da
ativacao da agua, e com as diferentes 4guas ativadas por plasma, PAW ambiente e PAW refrigerada
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4.3 CONTAGEM DAS UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA DOS GRUPOS DE
MICRORGANISMOS SUBMETIDOS A AGUA ATIVADA POR PLASMA

Na Figura 10 podemos verificar que os grupos de K. pneumoniae, E. coli e S.
aureus tiveram os numeros de UFC/mL reduzido ao decorrer do experimento quando
comparado com o controle. A Figura 10 apresenta resultados da comparacéo entre o
grupo controle com os grupos de microrganismos tratados com os diferentes tipos de
agua ativada por plasma, o que esta representado pelo simbolo * (p <0,05). Ao
examinar os resultados obtidos por meio da analise estatistica pelo método ANOVA e
teste de Tukey verificou-se, que ao comparar todos os valores obtidos com seus

respectivos grupos controle todos os resultados foram significativos.



35

Figura 10 - Comparacgédo das médias de UFC/ml entre os diferentes tipos de PAW (a, ambiente; r, refrigerada) em
cada tipo de microrganismos, apos Oh, 24h e 48h da ativacéo da agua. Teste ANOVA; *p<0.05 versus controle.
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Foi constatado por meio da analise estatistica, que ao comparar os resultados
obtidos nos grupos tratados com seus respectivos grupos controle, todos resultados
foram estatisticamente significativos, comprovando que a PAW ¢ eficiente na
inativacdo das cepas ATCC de K. pneumoniae, E. coli e S. aureus.

Para todas as bactérias estudadas a maior reducdo das UFC foi no tempo Oh.
Apés analisar os dados obtidos foi constatado que a PAW refrigerada apresentou uma
maior reducdo no niumero de UFC/ml ao comparar com a PAW ambiente em todos os
microrganismos estudados, mostrando que a PAW refrigerada apresenta uma melhor
inativacdo das cepas estudadas. Embora os resultados da E. coli tenham sido
similares em ambas as PAWs no tempo de Oh, é possivel verificar que ao decorrer do
tempo a PAW refrigerada apresentou uma maior reducdo da UFC/ml. Houve uma
reducdo logaritmica de 8 logs para 4 logs em todas as bactérias estudadas e em
ambas as PAWSs, porém aquando utilizada a PAW refrigerada foi observado uma
maior reducao logaritmica quando comparada com a PAW em temperatura ambiente.

Também foi possivel constatar que a PAW refrigerada conseguiu manter uma
melhor acdo antimicrobiana durante os tempos estudados, fato possivel de ser
analisado ao observar a reducéo logaritmica, onde a PAW refrigerada tem uma menor

perda da acéo antimicrobiana ao longo do tempo do que a PAW ambiente.
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4.4 VIABILIDADE CELULAR DOS GRUPOS DE MICRORGANISMOS CONTENDO
A MEMBRANA AMNIOTICA CONTAMINADA E SUBMETIDA A AGUA ATIVADA
POR PLASMA

Apos verificar os resultados obtidos pelos testes utilizando apenas a PAW sem
a membrana, conforme descrito no item 4.1, foi utilizado a PAW imediatamente apds
a sua ativacao.

A reducao da Viabilidade Celular dos microrganismos avaliados associando a
Membrana Amni6tica foi maior do que a da Viabilidade Celular usando apenas a Agua
Ativada por Plasma. Ao analisar as viabilidades celulares foi possivel avaliar que néo
houve uma grande diferenca entre os microrganismos estudados, porém ao comparar
as diferentes aguas ativadas por plasma foi possivel observar que a PAW refrigerada
apresentou uma maior reducdo da Viabilidade Celular, assim como observado no
estudo realizado apenas com a Agua Ativada por Plasma. A Klebsiella pneumoniae
apresentou uma viabilidade celular de 15% para a PAW em temperatura ambiente e
11% para a PAW refrigerada, a Escherichia coli teve 14% para a PAW em temperatura
ambiente e 10% para a PAW refrigerada e o Staphylococcus aureus apresentou a
maior reducdo da viabilidade celular, sendo de 13% para a PAW em temperatura
ambiente e 10% para a PAW refrigerada. Na Figura 11 é possivel observar o

comportamento da Viabilidade Celular.
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Figura 11 — Comparacgéo das médias da Viabilidade Celular (%) entre os diferentes microrganismos do grupo
associada a MA, imediatamente apos a ativagdo da agua das diferentes aguas ativadas por plasma, PAW
ambiente e PAW refrigerada.
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A principio é possivel avaliar que a associagdo da MA com PAW, proporcionou
um sinergismo da acgdo antimicrobiana, diminuindo ainda mais a viabilidade celular
observada quando utilizando apenas a PAW, mantendo ainda uma maior acgao
antimicrobiana quando utilizada em conjunto com a PAW refrigerada. Todo o

experimento foi realizado em triplicata.

4.5 CONTAGEM DAS UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA DOS GRUPOS DE
MICRORGANISMOS CONTENDO A MEMBRANA AMNIOTICA CONTAMINADA
E SUBMETIDA A AGUA ATIVADA POR PLASMA

Os resultados obtidos demonstraram que tanto a PAW refrigerada, quanto a de
PAW em temperatura ambiente, possuem uma a¢ao antimicrobiana significativa sobre
cepa padrao ATCC® de E. coli, S. aureus e K. pneumoniae quando comparada com
0 grupo controle. Porém ao comparar os resultados da PAW refrigerada com a PAW
ambiente, foi possivel notar que a PAW refrigerada apresentou uma maior reducéo

das UFC/mL, conforme observado na Figura 12.
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Figura 12 - Comparagao das médias de UFC/ml entre os diferentes tipos de PAW associada a MA em cada tipo

de microrganismos, imediatamente apds a ativacdo da agua. Teste ANOVA; * p<0.05 versus controle; #. p<0.05
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As Figuras apresentam a comparacgdo entre 0 grupo de controle e 0s grupos
tratados com cada tipo de PAW e tipo de microrganismo, avaliando a contagem de
unidades formadoras de col6nias. Podemos observar que houve pouca dispersao dos
resultados, sendo o grupo da E. coli o grupo com a menor disperséo, ja os grupos da
K. pneumoniae e S. aureus apresentaram as dispersdes de seus resultados similares.
Ao observar o numero de UFC/, € possivel analisar que o grupo PAW ambiente + MA,
apresentou uma menor reducdo das UFC do que a PAW refrigerada + MA, e que o
grupo da K. pneumoniae apresentou uma menor diminuicdo nas UFC em comparacéo
com 0s outros dois grupos e que o grupo do S. aureus apresentou uma maior
diminuicao nas UFC.

Para o grupo S. aureus, o grupo controle (MA + agua de osmose reversa)
apresentou 4,69 e 4,7 log, que foi uma reducao de 2,83 e 2,84 log comparando com
o0 indculo, o grupo da MA + PAW refrigerada apresentou 3,82 log, que foi uma reducéao
de 0,87 log em relacédo ao controle e 3,6 log em relacdo ao inéculo. Ja o grupo MA +
PAW ambiente apresentou 4,03 log, que foi uma reducado de 0,67 log em relacdo ao
controle e 3,49 log em relacdo ao in6culo. O controle do grupo K. pneumoniae
apresentou 4,72 e 4,77 log, que foi uma reducéo de 2,28 e 2,23 log comparando com
o indculo, o grupo da MA + PAW refrigerada apresentou 3,99 log, que foi uma reducédo
de 0,73 log em relacéo ao controle e 3,01 log em relacdo ao in6culo. Ja o grupo MA
+ PAW ambiente apresentou 4,27 log, que foi uma reducéo de 0,5 log em relacdo ao
controle e 2,73 log em relagdo ao indculo. Para o grupo E. coli, o grupo controle
apresentou 4,99 log, que foi uma reducéo de 2,48 log comparando com o inéculo, o
grupo da MA + PAW refrigerada apresentou 4,27 log, que foi uma reducao de 0,72 log
em relacdo ao controle e 3,2 log em relacdo ao inéculo. Finalmente o grupo MA +
PAW ambiente apresentou 4,49 log, que foi uma reducéo de 0,5 log em relagéo ao

controle e 2,98 log em relacdo ao inoculo.

4.6 ANALISE DO MEV

A Figura 13 mostra as imagens obtidas pela Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV), onde é possivel observar a destruicéo celular causada nas bactérias
pela acdo da Membrana associada a PAW, onde o controle da E. coli utilizado nao

possui dano em sua parede celular, quando comparado com as bactérias que
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passaram pela membrana associada a PAW, também é possivel notar que a bactéria
gue sofreu apenas o efeito da PAW, visualmente, sofreu menos danos a sua parede
celular. Para o S. aureus pode ser observado um grande dano na parede celular e lise
celular nos grupos PAW e Membrana associada PAW. Ja para a K. pneumoniae ndo
foi possivel ver nenhum dano nos grupos, devido a caracteristica da bactéria de

produzir muco.

Figura 13 - Efeito da PAW e da PAW + MA analisado através da microscopia eletronica por varredura: (A)
Controle, (B) Bactéria + PAW, (C) Bactéria + PAW + Membrana. 1) K. pneumoniae, 2) S. aureus e 3) E. coli.
Utilizando uma magnitude de 2000x com uma escala de 2um.

Fonte: Autor



41

5 DISCUSSAO

A busca de uma nova técnica para a descontaminagdo da MA € processo que
necessita inovacdes nas pesquisas clinicas, que propdem a reducdo dos efeitos
negativos apresentados nas técnicas convencionais utilizadas. A PAW é um novo
método que vem sendo pesquisado para a realizacdo de descontaminacdo de
superficies e materiais biolégicos, apresentando um bom efeito antimicrobiano. O seu
uso pode ser uma importante técnica na inativacdo de microrganismos que possam
estar presentes na MA, contribuindo na diminuicdo dos efeitos indesejaveis que as
técnicas convencionais apresentam (KAUSHIK et al., 2018).

Uma das principais caracteristicas da PAW é a sua grande variedade de
parametros que podem ser utilizados para a sua obtencdo, onde o conjunto de gases,
poténcia elétrica, sistema de plasma e distancia do bocal para a superficie afetam o
efeito antimicrobiana da PAW. Neste experimento foi utilizado os gases de argbnio e
ar comprimido, com o sistema de geragéo do plasma chamado gliding arc, a juncéo
de argbnio + ar comprimido faz com que se tenha uma maior geracdo de espécies
reativas de vida longa. Quando a descarga do plasma é gerada apenas com Argonio
se tem uma criacao de espécies reativas de vida curta como o peroxido de hidrogénio,
oxigénio e hidroxila, porém quando a descarga € gerada em conjunto com outro gas
como o ar comprimido, este auxilia na criacdo de espécies de vida longa como o
nitrato, nitrito e ozénio, sendo que essas espécies reativas possuem um maior grau
de efeito antimicrobiano do que as espécies de vida curta (DORIA, 2019; KONDETI et
al., 2018).

Foram escolhidas para a geracao da PAW a 4gua de osmose reversa refrigera
a 4°C e em temperatura ambiente a 27°C, pois sabe-se que a solubilidade de gases
na agua € inversamente proporcional a sua temperatura. Pang e colaboradores em
um estudo realizado em 2021, ativou a agua em quatro temperaturas diferentes sendo
elas 4°C, 25°C, 40°C e 70°C por 10 min e mantendo as temperaturas estaveis com
gelos e superficies aquecidas, e chegou a observar que quanto maior a temperatura
da agua maior a sua taxa de evaporacao, algo que diminui a absor¢cdo de gases na
agua pois aumenta a distancia do bocal para a superficie da agua, além disto ele
também observou que a agua a 25°C apresentou um maior concentracao de espécies

reativas do que a 4gua a 4°C, ja que a agua a 4°C apresenta uma ligacdo de
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hidrogénio mais forte dificultando a absorcdo dos gases na agua. No presente estudo
a PAW refrigerada 4°C apresentou uma melhor acdo antimicrobiana quando
comparada com a PAW em temperatura ambiente 27°C, onde a PAW em temperatura
ambiente apresentou uma maior formacéo de bolhas e vapor além de ter tido a sua
temperatura aumentada.

Com o passar do tempo a acao antimicrobiana foi reduzida, devido ao consumo
das espécies reativas presentes na agua, isso se da naturalmente e é influenciado
pela forma e temperatura de armazenamento, no presente estudo optou-se por
armazena-la em temperatura ambiente para analisar o decaimento natural da acao
antimicrobiana da PAW. Esse comportamento foi avaliado por Shen e colaboradores
de 2016, que analisaram o tipo de armazenamento ideal para garantir a maior eficacia
da acdo antimicrobiana da PAW, concluindo que, quanto menor a temperatura de
armazenamento, maior a duracdo da acdo antimicrobiana, fato que auxilia no
entendimento dos resultados obtidos no presente estudo, uma vez que esclarece o
motivo da reducdo do efeito antimicrobiano da PAW ao longo de trés dias, fato
demonstrado também por Figueira (2019), onde além do fato da temperatura baixa de
armazenamento influenciar na maior quantidade de nitrato e nitrito na PAW,
demostrou também que as concentracdes dessas espécies reativas vao diminuindo
com o passar do tempo.

Kutasi e colaboradores em seu artigo publicado em 2021, estudou o
decaimento das espécies, foi demonstrado que a quantidade de NO2" comeca a decair
imediatamente, e apds 200 min desaparece completamente da PAW, a quantidade de
H202 decai até a metade do seu valor inicial durante os 100 minutos e estabiliza nesse
valor, porém a quantidade de NOsz  aumenta, pois ele € um dos produtos da reacdo
NO2 + H202 + H*. Todas essas espécies reativas sdo responsaveis pela acdo
antimicrobiana da PAW e com a diminui¢do delas se tem uma reducgéo de sua acao,
fato que foi possivel observar por meio dos resultados de 24h e 48h apdés a ativagéo
da PAW.

O efeito antibacteriano da PAW esta conectado sinergicamente com o seu pH
baixo. Para se obter um pH baixo é necessario ter uma alta concentracao de H*, e sua
a principal fonte é por meio da ionizacdo de nitrato e nitrito (MIZOI et al., 2022). O
nitrato e nitrido sdo gerados a partir da dissolugcdo do NOx, que é gerado a partir de
espécies reativas de N2 e Oz, porém a dissolu¢cdo de NOx vai diminuindo de acordo
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com o0 aumento da temperatura da agua, possuindo uma maior taxa de dissolu¢cdo em
temperaturas mais baixas (DAUBERT, 1998; PANG et al., 2021).

Xu e colaboradores em seu artigo publicado em 2020, estudou o efeito da PAW
gerado por descarga de plasma Corona utilizando ar atmosférico em biofilmes de S.
aureus, onde reduziu 2,24 log das UFC/ml atingindo um pH de 3,10 apés 30 minutos
e uma reducéo 4,72 log das UFC/ml e um pH de 2,56 apés 60 minutos. A diferenca
de resultados do presente onde a reducdo das UFC/ml foi de 3,75 log e atingiu um pH
de 3,41, se da pelo diferente sistema de plasma e as bactérias utilizados no estudo
de XU estavam em formato de biofilme enquanto o do presente estudo estava em
forma plancténica.

E. coli e S. aureus sdo bactérias encontradas nas contaminagfes de MA (HE
et al., 2020; JUNG et al., 2021). No presente estudo o grupos das membranas
contaminadas por E. coli e S. aureus que foram submetidos ao tratamento com a PAW
em diferentes temperaturas obtiveram resultados similares, obtendo uma reducéo de
3 log, o0 que esta de acordo com Chiappim e colaboradores em estudo publicado em
2021, no qual 250 mL de agua de torneira foram ativados utilizandoo sistema gliding
arc, com um fluxo de gas de 5 L/m de ar comprimido por 30 min. Chiappim e
colaboradores (2021) utilizando a PAW em S. aureus, E. coli e C. albicans,
observaram uma reducao de 3 log das UFC/mL para as bactérias, porém nao se teve
uma reducao significativa para a C. albicans. Adicionalmente foi observado que a
E.coli apresentou uma maior susceptibilidade para os efeitos antimicrobianos da PAW,
guando comparado ao S. aureus, sendo este resultado diferente ao observado no
presente estudo. Este achado pode ser explicado pelo uso de diferentes tipos de
gases, assim como diferentes tempos de incubacdo dos microrganismos na PAW.

A E. coli e o S. aureus foram as bactérias que mais apresentaram
susceptibilidade para a acdo da PAW, porém né&o foi o suficiente para inibir o
crescimento bacteriano. Chen e colaboradores em seu trabalho realizado em 2018,
utilizou uma concentracdo bacteriana de 2x108 UFC/mL, e observou o efeito da PAW
em bactérias planctonicas e em biofilmes verificando que tanto as bactérias na forma
planctdnicas, quanto os biofilmes ndo conseguiram sobreviver apés 30 min e 3h de
incubacdo na PAW, respectivamente. Esta diferenca dos resultados se da pela
diferenca do sistema de plasma utilizado que foi o micro catodo oco (MHCD) utilizando
dois tipos de gases, e tempo de ativacdo diferentes, onde a PAW gerada por ar
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comprimido atingiu um pH de 2,6 apds 10 min de ativacéo e pH de 2,1 apds 30 min, e
a PAW de oxigénio atingiu um pH de 2,8 e pH de 2,3 apds 30 min. Como mencionado
previamente o pH baixo esta relacionado com a geragéo de espécies reativas, sendo
possivel concluir que a principal diferenca dos resultados da a¢cao microbiana entre o
presente estudo e o estudo de Chen pode ter ocorrido pelos diferentes parametros
utilizados para a geracao da PAW, os quais podem ter ocasionado um menor pH do
gue o encontrado no presente estudo.

Considerando todas as bactérias estudadas a K. pneumoniae foi a que
apresentou uma maior resisténcia a agao antimicrobiana da PAW. Essa resisténcia foi
observada por Balan e colaboradores em 2018, onde ele utilizou a PAW gerada pelo
sistema gliding arc utilizando ar comprimido, para fazer a limpeza de duodenoscépio,
e observou que a E. coli foi mais suscetivel a acdo da PAW do que a K. pneumoniae,
uma vez que esta bactéria necessitou de. um tempo maior de exposi¢cao a PAW para
atingir uma reducdo de UFC significativa. Esse resultado foi similar ao presente
estudo, sendo a E. coli a bactéria mais suscetivel a acdo antimicrobiana da PAW,
quando comparado a K. pneumoniae, embora ambas sejam bactérias Gram -
negativas.

Muhammad e colaboradores 2019 utilizando ar comprimido em um sistema de
plasma comercial da Tonson Hi-Tech Automation Equipment Co., Ltd., ativou 400 mL
de 4gua deionizada durante trés tempos: 3, 7 e 10 minutos, e deixou um contato com
a K. pneumoniae por 15 minutos, e observou que a PAW com o maior periodo de
ativacdo apresentou um maior efeito antibacteriano e um menor pH, tendo uma
reducdo de 3.7 log das UFCs de K. pneumoniae. Foi observado que o pH da PAW
decaiu de 6.47 para 2.71, além de avaliar que a concentracdo de NOz", NO2 e H202
foi maior no tempo de 10 min de ativacdo. Resultados similares foi observado no
presente estudo, porém foi necessario um maior tempo de exposi¢cdo para obter o0s
resultados, uma vez que o tempo de exposi¢ao utilizado e o pH obtido foram
diferentes.

Li e colaboradores (2017), utilizou a PAW como enxaguante bucal in vitro nas
bactérias, Actinomyces viscosus, Porphyromonas gingivalis, Streptococcus mutans
observando a geracdo de espécies reativas, as quais induziram um forte estresse
oxidativo e dano celular fazendo com que ocorresse um vazamento das proteinas

intracelulares e do DNA apds o tratamento com PAW. No presente trabalho, a anélise
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das imagens obtidas no MEV demonstrou também dano celular causado pela PAW
nas paredes celulares, principalmente na Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
Ao sofrer agdo da PAW, as células de S. aureus exibiram dano na parede celular,
podendo ser observado que a parede celular da espécie S. aureus apresentou
deformacfes em suas células gerando lise celular. Rathore e colaboradores 2021
utilizou o sistema de plasma dielectric barrier discharge (DBD) e os gases oxigénio e
nitrogénio para estudar os efeitos fisico-quimico e antibacteriano da PAW. Foi
observado, que a razao da deformacao da parede celular das células de S. aureus foi
0 extravasamento de proteinas e acidos nucleicos. Além disso, o tratamento com a
PAW danificou o sistema de transporte da membrana, fazendo com que ocorresse um
extravasamento de potassio da célula (ZHAO et al., 2021a).

Mesmo obtendo uma reducéo entre 3 - 4 Log em todas as bactérias estudadas
nao foi possivel realizar uma inativacdo completa das células bacterianas para se
considerar a esterilizacdo da MA, ja que para ocorrer a esterilizacdo € necessario que
tenha uma reducéo de no minimo 6 Log ou prevenir completamente o crescimento de
coldnias bacterianas (MATSUMOTO et al., 2021).

Estudos futuros sdo necessarios para aumentar a eficacia antimicrobiana da
PAW, e verificar se a PAW exerce efeitos sobre a morfologia das células da MA por
causa do seu pH baixo e espécies reativas. Por enquanto ndo se tem informacdes
sobre estes fatores, uma vez que nao foi encontrado outro trabalho que envolva

plasma e PAW com a MA.
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6 CONCLUSAO

Com base nos experimentos realizados, e a partir dos resultados obtidos pode-
se concluir que:

Todas as bactérias estudadas apresentaram reducédo das UFC/mL entre 3 - 4
Log, sendo a K. pneumoniae a bactéria que apresentou a maior resisténcia a acao da
PAW. JaaE. colie0S. aureus apresentaram susceptibilidades similares para a PAW.

A PAW também reduziu a viabilidade celular de todas as bactérias, sendo a K.
pneumoniae a bactéria que apresentou a maior resisténcia a acdo da PAW. A PAW
refrigerada apresentou um maior efeito antimicrobiano para todas as bactérias
estudadas.

A associagdo da PAW a MA apresentou uma sinergia na agao antimicrobiana,
observada no teste de viabilidade celular. Foi possivel concluir que a PAW teve uma
boa acdo antimicrobiana sobre os microrganismos estudados, sendo que a PAW
refrigerada apresentou um melhor resultado, embora ndo tenha proporcionado a
esterilizacdo das MA contaminadas. A PAW + MA apresentou um melhor efeito
antimicrobiano quando comparado apenas com a PAW em todos 0s microrganismos
estudados, porém néo foi uma grande diferenca.

Um ponto importante observado foi que a PAW fez com que as células
bacterianas sofressem lise, mostrando o papel que as espécies reativas possuem na
inativacdo dos microrganismos. Foi observado a reducdo do pH da agua apos a sua

ativacao, decaindo de 6 para 3.6 para a PAW ambiente e 3.3 para a PAW refrigerada.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO DA ACAO ANTIMICROBIANA DA AGUA ATIVADA POR PLASMA
SOBRE MEMBRANA AMINIOTICA

Pesquisador: Felipe Aimeida

Area Tematica:

Verséo: 2

CAAE: 55388322.9.0000.5503

Instituicao Proponente: Fundagdo Valeparaibana de Ensino
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.277.784

Apresentacao do Projeto:

O projeto € uma pesquisa de natureza basica, quantitativa, explicativa e experimental. A amostra consistira
de 5 placentas humanas, as quais serao utilizadas para obtencdo da membrana amniética humana (MA), a
qual sera processada em fragmentos com dimensdes de 1,5cm. Para o processamento dos testes, serdo
preparados inéculos de E. coli, S. aureus e K. pneumoniae com concentragdo de 106 UFC/mL para
contaminar as Membranas Amnioética. A ativagdo da agua sera realizada utilizando um plasma de modelo
gliding arc com um fluxo de gas de 6 L/min de argdénio + 4L/min de ar comprimido. A MA sera contaminada
pelo Inéculo e depois a PAW sera colocada na MA para testar a agéo antimicrobiana. Quatro grupos serédo
utilizados para cada microrganismo estudado, sendo os grupos: controle positivo, controle negativo, teste
temperatura ambiente, teste refrigerado. Cada grupo sera semeado com a finalidade de contar as Unidades
Formadoras de Colonias e verificar a eficacia do tratamento, além disso, para verificar a viabilidade celular
com azul de Tripan utilizando Camara de Newbauer®, a morfologia das bactérias apés o tratamento
também ira ser analisado utilizando a técnica de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). Todos os
resultados serdo analisados com o método ANOVA, sendo considerado estatisticamente significativo
p<0,05.

As informagdes elencadas nos campos apresentacgdo do projeto, objetivo de pesquisa e avaliagdo dos riscos
e beneficios foram retiradas do arquivo Informagdes Basicas do Projeto (formulario
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online da Plataforma Brasil).

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

O objetivo desse trabalho é analisar a agcdo antimicrobiana da agua ativada por plasma (PAW) em
Membrana Amniética (MA) contaminada com Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Klebsiella
pneumoniae, a fim de possibilitar seu uso em diferentes aplicagdes.

Objetivo Secundario:

1) Analisar e comparar a agdo antimicrobiana das diferentes aguas ativadas por plasma; 2) Verificar
diferenca de pH e condutividade apés a ativacdo das aguas; 3) Avaliar qual microrganismo sofreu uma
maior reducdo de UFC/mL e viabilidade celular apds a exposi¢cdo a PAW

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A colheita da placenta € um procedimento seguro, e a equipe de enfermagem que esta conversando com
vocé foi informada sobre a pesquisa em questdo, e estara a disposicédo para esclarecer duvidas. Pode haver
risco de quebra de sigilo profissional, mas este sera minimizado pela ndo divulgacdo do seu nome ou das
iniciais do seu nome, e somente pelo uso de cédigo numérico. Pode haver o risco de constrangimento, pelo
fato da gestante ser abordada em um momento que antecede o parto, porém este sera minimizado pela
forma de abordagem realizada pela enfermeira em ambiente reservado, no que se refere ao aceite ou ndo
da participagdo e da liberagédo dos dados da carteirinha do pré-natal referente aos exames soroldgicos.
Beneficios:

O beneficio do estudo sera fornecer dados sobre a eficacia antimicrobiana da agua ativada por plasma, seja
ela em temperatura ambiente ou refrigerada sobre bactérias frequentemente encontradas nas
contaminagdes de Membrana Amniética, reduzindo o custo de esterilizagdo dessas amostras, possibilitando
assim seu uso em diferentes aplicagdes visto que os microrganismos tém demonstrado resisténcia aos
tratamentos convencionais.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Ver 'Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes'.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Ver 'Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes'.

Recomendacgoes:
O CEP-Univap mudou da sala 33 para a sala 13 (demais informacdes de endereco, e-mail e
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telefone permanecem inalterados). Solicitamos atualizar esta informacéo no TCLE (trocar 33 por 13).

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Em parecer de 17 de fevereiro de 2022, este CEP requereu ajustes em dois itens, correlacionados:

1. No TCLE, destacar autorizagdo para acesso a carteirinha do pré-natal (informacéo estava presente, mas
pouco evidenciada) e 2. Se, no caso da participante ndo autorizar acesso a carteirinha, isto constituiria

critério de exclusdo (ou a pesquisa poderia ter continuidade sem esta informacao).

A pesquisadora fez os devidos ajustes nestes dois pontos: redigiu o TCLE dando maior destaque ao convite
para acesso a carteirinha e estabeleceu a negativa a este acesso como critério de exclusdo.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Segundo a Resolugdo 466/12 (item XI), cabe ao pesquisador "elaborar e apresentar os relatérios parciais e
final", sendo esta uma responsabilidade "indelével e indeclinavel e compreende os aspectos éticos e legais”.
A Resolugdo 510/16, no art. 28, V, reforga que cabe ao pesquisador "apresentar no relatério final que o
projeto foi desenvolvido conforme delineado, justificando, quando ocorridas, a sua mudanga ou interrupgdo."
Segundo a carta circular n. 0226/CONEP/CNS, de 2010, o relatério final deve incluir (veja modelo no site do
CEP-Univap):

- Dados do projeto: Registro CONEP e

- Titulo do Projeto e Dados dos participantes: total de participantes recrutados, incluidos, selecionados,
excluidos, retirados/descontinuados, concluintes (em cada centro, se for o caso, e no total). Ocorrendo
participantes retirados/descontinuados, indicar principais razdes disto. Ocorrendo "eventos sérios", indicar
as condutas adotadas. Se houve pedido de indenizagdo por danos causados por este estudo, indicar qual o
dano e conduta tomada.

CEP-Univap - (12) 3947-1111
www.univap.br/cep

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Situagéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

SAO JOSE DOS CAMPOS, 08 de Margo de 2022

Assinado por:

Mauricio Martins Alves

(Coordenador(a))

Endereco: Av. Shishima Hifumi, 2911 - Bloco 11 (IP&D), Sala 13

Bairro: Urbanova
UF: SP

CEP: 12.244-000

Municipio: SAO JOSE DOS CAMPOS
Telefone: (12)3947-1111

Fax: (12)3947-1149 E-mail:

cep@univap.br

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 20/02/2022 Aceito
do Projeto ROJETO_1890686.pdf 20:28:45
Projeto Detalhado / |Projeto_Membrana_Final_Revisado_20_| 20/02/2022 |Felipe Almeida Aceito
Brochura 02_2022.pdf 20:20:18
Investigador
TCLE / Termos de | TCLE_revisado_20_02_2022.pdf 20/02/2022 |Felipe Almeida Aceito
Assentimento / 20:20:03
Justificativa de
Auséncia
Outros Carta_resposta_CEP_20_02_2022.pdf 20/02/2022 |Felipe Almeida Aceito
20:19:42

Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 28/01/2022 |Felipe Almeida Aceito
10:50:16

Qutros 25922_Escherichia_coli.pdf 28/01/2022 |Felipe Almeida Aceito
10:48:47

Outros 13883_Klebsiella_pneumoniae.pdf 28/01/2022 |Felipe Almeida Aceito
10:48:33

Qutros 6538_Staphylococcus_aureus.pdf 28/01/2022 |Felipe Almeida Aceito
10:47:48

Outros termo_confidencialidade_final.pdf 28/01/2022 |Felipe Almeida Aceito
10:47:16

Outros TermoAutorizacao_hospital.pdf 28/01/2022 |Felipe Almeida Aceito
10:46:50

TCLE / Termos de | TCLE.pdf 28/01/2022 |Felipe Almeida Aceito

Assentimento / 10:45:57

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |Projeto_Membrana_Final.pdf 28/01/2022 |Felipe Almeida Aceito

Brochura 10:45:49

Investigador
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ANEXO B: Resumo apresentado no Simpésio de Engenharia Biomédica do Vale do

Paraiba
1 SEBVaP -
Avangos Tecnolégicos na Area da Saude J'LLJU\'UJU.
e = s Universidade do Vale do Paraidy
AVALIACAO DA ACAO ANTIMICROBIANA DA AGUA DE OSMOSE REVERSA
ATIVADA POR PLASMA ATMOSFERICO SOBRE Staphylococcus aureus
Resumo

Introdugao. A agua ativada por plasma (PAW) é uma agua na qual é aplicada plasma atmosférico
com o objetivo de funcionaliza-la, conferindo varias aplicabilidades, sendo elas: tratamento de
células cancerigenas, germinagao de sementes e descontaminagao de materiais e superficies, por
exemplo. Objetivos. Analisar a eficacia antimicrobiana da agua de osmose reversa (OR) ativada
por plasma, sobre cepa padrdo de Staphylococcus aureus. Metodologia. Um inéculo de cepa
padrdo ATCC® de S.aureus (6538) a 10® UFC/ml foi preparado em caldo BHI, ap6s esse periodo
o in6culo foi centrifugado a 4000rpm por 15 min e o pellet, ressuspendido com 10 ml de PAW e
incubado por 90 min. A metodologia foi repetida por 3 dias consecutivos, visando avaliar a
continuidade da agao antimicrobiana. Para a ativagao da agua, 250 ml de agua de OR foi tratada
por 30 min com plasma gliding arc, utilizando 6L/min de Argénio e 4L/min de Ar comprimido, a
uma distancia de 2 mm da superficie da dgua. As amostras controle foram incubadas com agua
de OR sem tratamento. Imediatamente, apés a incubagdo do microrganismo na PAW, foi
preparada uma solucao 1:1 da suspensao bacteriana e azul de Tripan 2% e incubada por 15 min,
apdés esse periodo, um volume de 10uL foi analisado em Camara de Neubauer® para
quantificagao da viabilidade celular. Resultados. A viabilidade celular apés a exposicdo das
amostras de S.aureus a agao da PAW, foi de 34% (Dia1), 48% (Dia2) e 67% (Dia3). Conclusao.
Concluiu-se que ao longo do tempo ocorre uma diminui¢do da atividade antimicrobiana da agua
ativada por plasma, provavelmente devido ao consumo das espécies reativas de oxigénio e

nitrogénio responsaveis pela inativagdo de microrganismos.

Palavras-chave: Agao Antimicrobiana. Staphylococcus aureus. Agua ativada por Plasma.
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