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RESUMO

SILVA, J.M.F. Micobactérias de Crescimento Rapido de Importancia Médica no Brasil:
Eficacia Antimicrobiana de Desinfetantes e Sistema de Esterilizacdo por Plasma,
2010. 269f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
de Séo Paulo, 2010.

Praticas inadequadas de descontaminacao, desinfeccao e esterilizacdo de materiais
médico-hospitalares tém propiciado o surgimento de inimeros surtos de infecgdes por
“Micobactérias de Crescimento Rapido” (MCR), em todo o Brasil. Entre 0os anos de
2000 a 2008 foram relatados mais de 2000 casos confirmados de infeccées por MCR,
sendo que os procedimentos por video se constituiram como os maiores veiculadores
destes microrganismos. O aumento do emprego de dispositivos de natureza
polimérica em procedimentos médico-cirurgicos e auséncia/ndo cumprimento de
protocolos de processamento destes materiais podem estar envolvidos na
disseminagéao, principalmente, pela capacidade de MCR produzirem e sobreviverem
em sistemas de biofilmes. Desta forma, este trabalho teve como objetivo a avaliagao
da susceptibilidade de cepas de Mycobacterium abscessus subsp. bolettii (suspensao
e biofilmes), causadoras ou néo de surto, frente a desinfetantes quimicos constituidos
de: Glutaraldeido 2%, Acido Peracético 0,2%, Peroxido de Hidrogénio 35%, Solugcéao
Alcodlica de Digluconato de Clorexidina 0,5%, Solugdo Aquosa de Clorexidina 0,2%,
Compostos de Amoénio Quaternario 1,2%, lodo 1% e Fenol 5% e Sistemas de
Esterilizacdo por Plasma (RIE e ICP) empregando mistura gasosa O>—H20..
Paralelamente, suportes poliméricos (PVC, PEAD, PP, PUR e PC) empregados como
carreadores de MCR foram analisados por Espectroscopia Fotoacustica no
Infravermelho (PAS-FTIR), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), microanalise
em Sistema Energy Dispersive Spectroscopy (EDS) e Perfilometria. Resultados destas
investigacées demonstraram a resisténcia das cepas de M. abscessus subsp. boletti,
isolada do surto ocorrido em Belém, frente a Glutaraldeido 2%, Solucao Alcodlica de
Digluconato de Clorexidina 0,5%, Solucdo Aquosa de Clorexidina 0,2%, Compostos de
Amoénio Quaternario 1,2% e lodo 1%. Entretanto, estas cepas foram altamente
sensiveis a Acido Peracético 0,2%, Peréxido de Hidrogénio 35% e Fenol 5% e
Sistema de Esterilizacdo por Plasma (RIE). Em sistemas de biofilmes, as cepas
padrdo e M. abscessus subsp. bolletii se apresentaram resistentes a todos os
desinfetantes estudados. Nos estudos envolvendo a integridade de polimeros frente a
processos por plasma foram demonstradas modificagcdes em nivel superficial
(oxidacao e aumento da rugosidade) em todos os materiais processados, sendo que o
sistema ICP apresentou-se mais agressivo em relagdo aquele empregando RIE.

Palavras-chave: Micobactérias de Crescimento Rapido, Mycobacterium abscessus
subsp. bolletii, Surto, Desinfetantes Quimicos, Esterilizagcao por Plasma.



ABSTRACT

Numerous outbreaks of Rapid Growth of Mycobacteria (RGM) have been associated
with decontamination, disinfection and sterilization malpractices, in Brazil. Between
2000-2008 were reported more than 2,000 confirmed cases due to RGM infections,
and the video procedures were considered to carry these microorganisms. The
increased use of medical devices in surgical procedures may be involved in the RGM
spreading by its ability to grow and survive in biofilm systems. The aim of this study
was evaluate the susceptibility of Mycobacterium abscessus subsp. bolletii (outbreak
and nonoutbreak strains) to chemical disinfectants: Glutaraldehyde 2%, Peracetic Acid
0.2%, Hydrogen Peroxide 35%, Chlorhexidine Digluconate 0.5%, Chlorhexidine 0.2%,
lodine 1%, Quaternary Ammonium Compounds 1.2%, and Phenol 5%. Plasma
Sterilization Technologies (Reactive lon Etching and Inductively Coupled Plasma) were
also evaluated. Polymers employed in medical devices (Polyvinyl chloride, High-
Density Polyethylene, Polycarbonate, Polypropylene, and Polyurethane) were
analyzed by Photoacoustic Infrared Spectroscopy (PAS-FTIR), Scanning Electron
Microscopy (SEM), System Energy Dispersive Spectroscopy (EDS) and Profilometry.
The results have demonstrated the resistance of Mycobacterium abscessus subsp.
bolletii isolated from the Belém (PA) outbreak considering chemical exposition to
Glutaraldehyde 2%, Chlorhexidine Digluconate 0.5%, Chlorhexidine 0.2%, Quaternary
Ammonium Compounds 1.2%, and lodine 2%. However, these strains were highly
sensitive to Peracetic Acid 0.2%, Hydrogen Peroxide 35%, and Phenol 5%. The M.
abscessus subsp. bolletii strains have been presented resistant to all disinfectants
studied, in biofilm systems. Studies involving polymer integrity demonstrated changes
in surface (oxidation and roughness) on all processed materials, and the ICP system
was more aggressive in contrast to Reactive lon Etching.

Keywords: Rapidly Growing Mycobacteria, Mycobacterium abscessus subsp. bolletii,
Outbreak, Chemical Disinfectants, Plasma Sterilization Technology.
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1. Introducéo 31

1. INTRODUCAO

Nos ultimos oito anos, o Brasil tem experimentado mudangas significativas
principalmente no que diz respeito a area econOGmica (sistema financeiro
regulamentado; controle da inflacdo; grandes reservas cambiais; seguimento
industrial dindmico; grande fornecedor de commodities como minério de ferro, café e
soja; riquezas ambientais, areas agricultaveis, entre outros). Ademais, o0s
investimentos em infra-estrutura basica e os Planos de Aceleracdo do Crescimento
(PAC), juntamente com a descoberta de novas reservas de petréleo nas camadas do
pré-sal (PETROBRAS), Programas Assistenciais (p.e. Bolsa-Familia), a queda dos
juros e reducao de impostos estimularam o consumo interno e a baixa variabilidade
econdmica deu suporte ao desenvolvimento do pais frente a crise mundial de 2008,
0 que nao foi evidenciado em muitos paises. Apesar das dificuldades e esforgos em
todas as esferas do governo (Unido, Estados, Distrito Federal e Municipios), as
demandas sociais por alimentacdo, moradia, saude, trabalho e seguranca

continuaram a crescer.

Apesar das dificuldades também encontradas, em 2009, com a pandemia de
Gripe A (H1N1), é importante observarmos a crescente busca pela inovacao e
modernizagao tecnoldgica, no ambito das Ciéncias da Saude. Este fato muitas das
vezes se traduziu no aumento da capacidade competitiva brasileira com a geracao
de novas tecnologias e recursos humanos altamente capacitados, além da captacéo

de recursos externos.

A pesquisa por tecnologias inovadoras e o aperfeicoamento de processos que
envolvem a promocado da saude permitiram que alternativas também se
constituissem em reflexo do referido desenvolvimento (RUTALA, 1995; RUTALA
1996). Entretanto, o atendimento as normas vigentes, abrangendo aspectos de
eficacia, qualidade e seguranca de produtos e servigos oferecidos aos consumidores

(usuarios ou pacientes), sdo requisitos imprescindiveis.

Neste contexto, podemos destacar a progressiva demanda por procedimentos
médicos com a finalidade diagnostica, terapéutica e/ou reparadora, principalmente,
se considerarmos aqueles minimamente invasivos que empregam video em alguma

das etapas. Desta forma, relaciona-se a qualidade inerente aos produtos médico-
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hospitalares e aos recursos humanos direcionados para estes fins, onde os
processos de esterilizagdo, desinfec¢do e descontaminagado tornam-se fundamentais
para a seguranga, tanto para o usuario (paciente) quanto para o operador.

Com o aumento do numero de procedimentos cirargicos (estéticos,
reparadores, preventivos e outros), preocupagdes adicionais tém envolvido o
cumprimento estrito a protocolos de desinfeccdo e esterilizacdo que, além da
eficdcia microbicida, devem preservar as caracteristicas inerentes de cada item
processado. Entretanto, muitos microrganismos apresentam-se altamente capazes
de formar e sobreviver em comunidades (sistemas de biofilme), inclusive, em itens
de natureza polimérica, sendo esta uma caracteristica ndo avaliada em testes de
eficdcia antimicrobiana, se considerarmos aqueles que envolvem agentes de

natureza quimica como os desinfetantes.

Muitos estudos tém relatado o aumento do nimero de casos de infec¢des
oportunistas causadas por espécies do género Mycobacterium, principalmente
aquelas de crescimento rapido, nos ultimos nove anos (BARRETO; CAMPQOS; 2000;
ANVISA, 2009). Tal fato tem merecido atencdo por parte de muitos Governos,
Agéncias Regulatérias, Institutos de Pesquisa e outros 6rgdos. Ademais, o
desenvolvimento de metodologias para identificagdo e caracterizagdo molecular,
resisténcia a antimicrobianos e a procedimentos de esterilizagcdo e protocolos
terapéuticos para redugédo e/ou eliminagdo do quadro clinico instalado podem se
apresentar, em muitas ocasioes, ineficazes devido a variabilidade comportamental
demonstrada por algumas espécies desse grupo bacteriano.

Dentre os representantes deste género, as “Micobactérias de Crescimento
Rapido” (MCR) ou “Micobactérias N&o Causadoras de Tuberculose”
(Nontuberculosis Mycobacterium — NTM) destacam-se como patdgenos emergentes
com expressivo potencial para causar infecgbes em pacientes imunodeprimidos e

imunocompetentes e formar biofilmes (JEONG et al., 2004).

Estudos que permitam conhecer melhor estas bactérias tanto em relagéo a
interacado quanto, principalmente, a sua inativagcdo empregando diferentes agentes
antimicrobianos s&o indispenséaveis para a elaboracdo de protocolos de desinfecgéao
e esterilizacdo, de forma que sejam eliminadas as possibilidades de
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desenvolvimento de infec¢des advindas do emprego de itens de natureza polimérica,

metdlica ou até mesmo veiculados pela agua.

Por conseguinte, foi avaliado neste trabalho, o potencial de MCR de
reproduzir e sobreviver em sistemas de biofilme e o comportamento destas
estruturas frente a agentes quimicos de desinfeccdo e esterilizacdo de artigos
médico-hospitalares. Paralelamente, foi realizada a avaliagdo de sistemas
inovadores empregando plasma na eliminacdo de cepas de MCR aderidas a
diferentes superficies poliméricas, como potenciais substitutos dos processos
convencionais de esterilizagdo em baixa temperatura como o gas Oxido de Etileno.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Micobactérias

Micobactérias sao bacilos aerébicos pertencentes a familia Mycobacteriaceae
(Ordem Actinomycetales e Classe Actinomycetes) e caracterizam-se pelo elevado
conteudo lipidico em sua constituicdo de parede (SAIMAN, 2004). O género
Mycobacterium compreende mais de 150 espécies bem definidas e pode ser dividido
em dois grandes grupos quanto a taxa de crescimento, lento e rapido, segundo o
tempo de desenvolvimento de colénias em sistemas apropriados (meios de cultura,
macroéfagos e outros) (NEWPORT, 2003). Em geral, esta divisdo é suportada pela
andlise filogenética do gene 16S rRNA (TORTOLI , 2010).

As espécies dos Complexos Mycobacterium tuberculosis € Mycobacterium
avium e Mycobacterium leprae se apresentam como os patégenos mais importantes
do género devido a extensdao de viruléncia e amplitude de disseminacdo e
constituem o grupo de Micobactérias de Crescimento Lento (MCL). Comumente, as
espécies deste grupo demonstram tempo de geracéo (tg) (tempo necessario para
que a populacdo dobre o seu numero) de aproximadamente 24 horas, podendo
variar de acordo com as mudancas de sinais ambientais (STRAUS; WU, 1980).

O segundo grupo refere-se as Micobactérias de Crescimento Rapido (MCR)
que eventualmente podem se apresentar patogénicas. MCR sao bactérias
ubiquitarias, podendo apresentar-se como saprofitas, comensais ou simbidticas,
sendo equipadas para suportar extremos de temperatura e falta de nutrientes (HALL-
STOODLEY; LAPPIN-SCOTT, 1998; DAILLOUX et al.,, 1999). Adicionalmente,
diferenciam-se entre si e entre as espécies do grupo anterior, segundo algumas
caracteristicas: crescimento rapido (tg= 2 a 12 horas), resisténcia inata a antibioticos
e desinfetantes, além da possibilidade de formarem biofilme. Estudos sugerem que
estas diferencas podem estar associadas a expressdao de glicolipideos, uma
substancia da classe dos glicopeptideolipides (GLP) (FREEMAN et al., 2006;
YAMAZAKI et al., 2006; SCHOREY; SWEET, 2008).

No contexto da imunossupressdo, MCR podem causar severas infecgoes
oportunistas, principalmente apdés a ampla disseminagdo da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) e estdo associadas a inumeros surtos em todo o
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mundo, porém em menor escala se comparadas a amplitude de infecgéo
demonstrada por outras espécies do género, por exemplo, Mycobacterium
tuberculosis (HENRY, 2004; MIGUEZ-BURBANO, 2005; MURCIA et al., 2007).

Diferentemente do Complexo M. tuberculosis e M. leprae, todas as
micobactérias referem-se coletivamente as “Micobactérias n&o causadoras de
tuberculose” (Nontuberculous Mycobacterium — NTM), sendo que este grupo foi
anteriormente denominado de “micobactérias ambientais” e “micobactérias atipicas”.
NTM sdo comumente isoladas de fontes ambientais como &gua e solo,
compreendendo espécies com caracteristica de crescimento lento ou rapido (Figura
1). Entretanto, algumas NTM, como M. avium séo patogénicas e podem causar

doencgas severas e até mesmo a morte.

i M. smegmatis AC

i R;:O0Ac i R:OH E
! R, OAc ! R,:OHor OCH, |
i R,: OCH, ! Ry OHor OCH; |
i R:OHorOCH, i R, OH ;
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Figura 1 — Glicopeptideolipide ndo especifico do Complexo M. avium (MCL) e M.
smegmatis (MCR) (SCHOREY; SWEET, 2008).

As infeccbes por MCR podem acometer qualquer tipo de tecido, 6rgéao ou
sistema do corpo humano, com maior destaque para a pele. Segundo o Informe
Técnico n° 1 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os principais
sinais e sintomas apresentados sao: febre, hiperemia, hipertermia, edema, vesiculas
(bolhas), ndédulos, fistulagdes, secrecdo (serosa — piosanguinolenta) e dificil
cicatrizagdo com expectativas de recidiva, apds melhorias iniciais (ANVISA, 2007).

InUmeros estudos cientificos tém relatado os casos de infeccbes causadas
por estes microrganismos, como aqueles envolvidos em cirurgias estéticas e
cosmeticas (SAFRANEK et al., 1987; SOTO et al., 1991; CAMARGO et al., 1996;
MURILLO et al., 2000; TRUPIANO et al., 2001; MEYERS et al., 2002; TOY; FRANK,
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2003; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2004;
FERGUSON et al., 2004; FOX et al., 2004; PRADO et al., 2004; NEWMAN et al.,
2005; RAHAV et al, 2006; VIANA-NIERO et al, 2008), laparoscopicas
(VIJAYARAGHAVAN et al., 2006; CARDOSO et al., 2007; RAJINI et al., 2007) e
oftalmolégicas (RAMASWAMY et al., 2000; BUSIN et al., 2003; FREITAS et al.,
2003; SAMPAIO et al., 2006b) (Figura 2), na administragdo parenteral de
substancias (vitaminas, extrato de cértex adrenal e lidocaina) (VILLANUEVA et al.,
1997; TORRES et al., 1998; GALIL et al., 1999), terapia medicamentosa (ZHIBANG
et al., 2002), didlise (BOLAN et al., 1985), procedimento diagnéstico (NOLAN et al.,
1991), em tratamentos por acupuntura (SONG et al., 2006; CASTRO-SILVA et al.,
2010), banhos de piscina (DYTOC et al., 2005), agua de abastecimento (CONGER
et al., 2004; KLINE et al., 2004), exames realizados com endoscépios (CHRONEOU
et al.,, 2008), desinfetantes contaminados (TIWARI et al., 2003), dentre outros
procedimentos (CHADHA et al.; 1998; ASTAGNEAU et al., 2001).

Figura 2 — Infiltrado esbranquicado da interface cornea na presenca de borda intacta,
duas semanas apds a cirurgia de endoqueratoplastia (a). Paciente modelo, apds
duas semanas de cirurgia de endoqueratoplastia (b) (BUSIN et al., 2003).

Ao descrever a espécie Mycobacterium fortuitum, Cruz (1938) ja alertava para

o perigo de acometimento de infeccbes por cepas de crescimento rapido.

Em 2002, outra espécie, Mycobacterium chelonae, foi apresentada como a
principal causadora de ceratite apds cirurgias para correcao de miopia (BLANCO et
al., 2002; SEABRA et al., 2002). De forma semelhante, Ledo e colaboradores (2005)
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também relataram o risco crescente de infeccbes em pacientes submetidos a

procedimentos médicos invasivos.

A persisténcia de cepa de M. fortuitum em um hospital na cidade de
Campinas, entre 18 de outubro de 2002 e 9 de abril de 2004, foi documentada por
Sampaio e colaboradores (2006a), sendo que as infecgdes foram relacionadas a
procedimentos para implantacdo de prétese mamaria. Segundo a Secretaria de
Estado da Saude de Sao Paulo, os dados dos casos suspeitos avaliados indicaram:
14 casos confirmados de infecgdes causadas por NTM; 1 caso provavel de infec¢ao
causada por NTM; 14 casos considerados como possiveis, com quadro clinico
compativel com infecgéo relacionada a NTM, porém sem comprovagao laboratorial;
6 casos de infec¢des causadas por outros agentes infecciosos bacterianos; 6 casos
de complicagbes  péds-cirirgicas nao infecciosas (SES-SP, 2004).
Consequentemente, a interdicao e suspensao cautelar da venda do produto Medidor
de Implante Mamario foram alcangadas apds a emissao da Resolu¢cdo RE n® 689,

em 28 de abril de 2004, abrangendo todo o territrio nacional.

Um surto de infec¢des por M. avium ocorrido em um centro de producdo de
carne suina revelou a prevaléncia de um grupo clonal B (32 das 79 amostras suinas
tipificadas), sendo responséaveis por 40,5% das infecgdes (OLIVEIRA et al., 2003).
Isolados pertencentes a este cluster apresentaram menor susceptibilidade a acao de
desinfetantes quimicos (PINHEIRO, 2001) e a adogédo de sistemas de desinfeccao
customizados, baseados nos testes de susceptibilidade realizados, contribuiram para
o controle do surto (SILVA et al., 2001).

Entre os anos de 2000 e 2008, dos casos notificados foram confirmadas 2128
infecgbes causadas por NTM em todos os Estados da Federacdo, sendo o Rio de
Janeiro (1105), Para (321) e Espirito Santo (293) aqueles que apresentaram os
maiores numeros (Tabela 1) (ANVISA, 2009). Entretanto, apesar da existéncia de
instituicdo de notificacdo obrigatéria, em agosto de 2008 (BRASILIA, 2008), e de
software para coleta de dados sobre infeccoes hospitalares no pais, dos 700
hospitais apenas 90 abasteciam o sistema. Segundo o gerente-geral de Tecnologias
de Servicos de Saude da ANVISA, Heder Borba, acredita-se que este numero foi
subestimado e que o total de pacientes infectados tenha ultrapassado o numero de
4000 casos (O ESTADO DE SAO PAULO, 2008).
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Tabela 1 — Distribuicdo dos casos notificados de infeccdes por Micobactérias ndo-tuberculosas, entre 2000 e 2008, no Brasil (ANVISA, 2009).

Classificacao

Sem

Estado | 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 o~ Total
do Caso Identificacao
AC 1 1
AL 3 3
AM 1 1
BA 1 8 9
CE 1 1
DF 1 10 3 8 1 23
ES 1 4 223 17 48 293
GO 2 22 23 23 70
MA 1 1
MG 1 4 6 6 20 37
Caso MS 8 1 9
. MT 1 9 36 1 47
Confirmado PA 3 1 7 247 27 3 7 26 321
PE 2 2
Pl 9 9
PR 1 49 14 64
RJ 1 2 10 548 517 9 18 1105
RO 1 1
RS 11 67 9 14 101
SC 1 1
SE 1 1 2 1 5
SP 23 23
TO 1 1
Caso Total 1 3 2 7 260 42 618 931 91 173 2128
DF 1 1
MS 1 1
Descartado MT 1 1
PA 1 1
RJ 3 3
RS 3 3
Descartado 1 1 8 10
Suspeito MS 1 1
Suspeito Total 1 1
Total Geral 1 3 2 7 261 42 619 939 92 173 2139
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Conforme ilustra a Figura 3, a maior incidéncia de pacientes infectados por
NTM ocorreu em 2007 (931) e, em 2008, houve redugdo do numero de casos de
infeccdo (91) (ANVISA, 2009). Até 27 de fevereiro de 2008, ndo havia casos
notificados.

2008 =91

2007 1931
2006 1618

2005 342

2004 1260

2003 17

2002

Tempo (anos)

N

2001 3
2000

[=}

T T T T T T T T T

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Numero de Casos Confirmados

Figura 3 — Casos confirmados de infecgcdo por NTM, no periodo entre 2000 e 2008
(ANVISA, 2009).

Dos 91 casos, em 2008, as espécies isoladas com maior frequéncia foram: M.
fortuitum (10), M. chelonae (3), M. massiliense (3), M. abscessus (2) e M.
massiliense/M. abscessus/M. boletti (2), sendo 0 maior nUmero para aquelas onde
houve apenas a identificagdo de género (12) (Tabela 2) (ANVISA, 2009). Ademais, 0
nuamero de casos “Sem Informagao”, 55 (2008) e 173 (2000 a 2008), surpreende na
medida em que se desenvolvem novos métodos para identificacdo e medidas para a
contencao do surto (SILVA et al., 2001).
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Tabela 2 — Distribuicdo de NTM envolvidos no surto ocorrido no Brasil, em 2008

(ANVISA, 2009).

Classificacao Cultura Total
M. abscessus 2
M. chelonae 3
M. fortuitum 10
M. massiliense/abscessus/boletti 2
M. massiliense 3
Caso MCR (Mycobacterium sp.) 12
Nao fez 1
Negativo 3
Sem Informagéo 55
Total 91
Suspeito Sem Informacgao 1
Total 1
Total 92

Em relacdo ao tipo de cirurgia (abdominal, estética, oncoldgica, pélvica,

plastica, uroldgica e outras) e vias de acesso dos materiais cirdrgicos (convencional,

video e outras) destacam-se os casos onde as intervencdes na regiao abdominal

alcancaram o maior numero (31), sendo que 28 pacientes foram acometidos por

infeccbes quando empregado sistema de video. Entretanto, para os 26 casos

envolvendo cirurgias plasticas, apenas 01 (um) foi relatado como sendo por video e

0 maior numero em procedimentos denominados convencionais (23) (Tabela 3)

(ANVISA, 2009).
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Tabela 3 — Distribuicdo de casos notificados por grupo de procedimento e via de
acesso, em 2008 (ANVISA, 2009).

Grupo .
Via de Acesso Total Percentual
(Tipo de Cirurgia)
Abdominal Convencional 1 1,09
Sem Informacgao 2 2,17
Video 28 30,43
Total 31 33,70
Estética Injecao 7 7,61
Total 7 7,61
Oncologia Convencional 1 1,09
Total 1 1,09
Pélvica Video 1 1,09
Total 1 1,09
Plastica Convencional 23 25,00
Sem Informacgao 2 2,17
Video + Convencional 1 1,09
Total 26 28,26
Uroldgica Video 1 1,09
Total 1 1,09
Sem Informagéo Sem Informagéao 14 15,22
Video 9 9,78
Total 23 25,00
Outros Convencional 2 2,17
Total 2 2,17
Total 92 100,00

O aumento da frequéncia de infecgbes por Mycobacterium spp. em parte se
justifica pela facilidade e amplitude de disseminacdo dessas espécies,
principalmente, quando veiculadas pela agua (STIENSTRA et al., 2001) e materiais
reprocessados (MBITHI et al., 1993; MARTINY, 2001). Adicionalmente, falhas nos
procedimentos de assepsia, desinfeccao e esterilizagcao de instrumentais e insumos
contribuem fortemente para que o fator operacional seja, de fato,
epidemiologicamente relevante no acometimento de infecgbes. Mesmo garantindo a
“auséncia total” de todas as formas viaveis de vida (esterilidade), justifica-se a
realizacdo de controles e processos mais rigidos para a eliminagao/inativagao de
todos os microrganismos e substancias pirogénicas possivelmente presentes
agregando, de fato, qualidade e segurancga ao item processado (PINTO et al., 2000).
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Atreladas a estas questdes, somam-se os aspectos de limpeza prévia dos
materiais envolvidos, controle de qualidade dos agentes biocidas, existéncia de
critérios rigorosos que acompanham o seu cumprimento junto a Central de Material e
Esterilizacdo (CME), ndo reprocessamento de materiais de uso unico (descartaveis),
dentre outros (RUTALA, 1996; POSSARI, 2003).

A semelhanca entre as espécies deste género pode induzir a erros de
diagnostico, inclusive quando sdo empregadas ferramentas moleculares. Estudos
realizados por Adékambi e colaboradores (2004) demonstraram a diferenga entre
espécies no isolamento, em cultura pura, de cepa de Mycobacterium spp. de fluido
broncoalveolar e pus de pacientes com pneumonia hemoptoica. Ambos os isolados
apresentaram crescimento em tempo inferior a sete dias e temperaturas que
variaram entre 24° e 37°C, sendo o crescimento 6timo a 30°C. Além destas
caracteristicas, as cepas isoladas também exibiram sobreposicdo de perfis
bioquimicos e de susceptibilidade aos antimicrobianos compativeis com cepas do
grupo M. chelonae-M. abscessus (M. chelonae, M. abscessus e M. immunogenum).
A diferenga entre os isolados e M. abscessus foi observada na atividade de -
galactosidase, B-N-acetil-glucosaminidase e B-glucuronidase e pela auséncia de
atividade na producado de nitrato redutase e indol, bem como sua susceptibilidade a

minociclina e doxiciclina.

Os isolados de M. abscessus, por sua vez, diferiram de M. chelonae e M.

immunogenum pela exibicdo de atividade de gelatinase e triptofano desaminase.

Outra diferengca em relacdo a M. abscessus foi demonstrada através do
sequenciamento parcial de genes hsp65 e sodA (441bp) na quinta e terceira
posicao, respectivamente. Sequéncias parciais de genes rpoB e recA demonstraram
96% e 98% de similaridade com M. abscessus, respectivamente. De forma
semelhante, a transcricdo da sequéncia de 16S-23S rRNA dos isolados diferiu de M.
abscessus por uma substituicio A—G (adenina — guanina) na posicdao 60 e a
insercao de uma molécula de citosina (C) na posicao 102. Caracteristicas fenotipicas
e genotipicas dos dois isolados indicaram a representatividade de uma nova espécie
de micobactéria dentro do grupo M. chelonae-M. abscessus, sendo que a analise
flogenética sugeriu que esses isolados possam ser derivados de M. abscessus,
ainda nao comprovado. Adékambi e colaboradores também propuseram o nome de

“Mycobacterium massiliense” para esta nova espécie. Segundo os autores, esta
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cepa esta depositada no Instituto Pasteur (Franca) com a sigla CIP 108297" e na
Colecao de Culturas da Universidade de Goéteborg (CCUG, Suécia), sendo
denominada CCUG 48898" (Figura 4).
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Figura 4 — Arvore filogenética de sequéncia de genes combinados rpoB_recA de M.
massiliense e 17 micobactérias de crescimento radpido usando o método Neighbor-
Joining e modelo evolutivo Kimura (correlagao com dois parametros de distancia)
(ADEKAMBI et al., 2004).

Kim e colaboradores (2007) descreveram um surto de infec¢cées causadas por
M. massiliense associada a injecao intramuscular. Os resultados moleculares para
as 12 amostras isoladas também reportaram 100% de semelhanca quando realizada
sequéncia de genes rpoB (306bp) para M. massiliense, sendo que para M.
abscessus, M chelonae e M. immunogenum, as semelhangas foram 97,7%, 97,4% e
97,7%, respectivamente. Em relacdo a sequéncia de gene hsp65 (603bp) a
porcentagem de semelhanca foi de 100%, 98,8% e 90% para com M. massiliense,

M. abscessus e M chelonae, respectivamente.

Em estudo amplo, Telenti e colaboradores (1993) descreveram a amplificacao

do fragmento 441bp do gene hsp65 pelo método de Polymerase Chain Reaction
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(PCR), seguido de restricdo do produto amplificado com BstEll e Haell, também
conhecido como PCR restriction enzyme analysis (PRA). Embora rapido e simples, a
variabilidade de interpretagdes das posicdes das bandas obtidas podem induzir a
erros, sendo influenciadas pela alta sensibilidade e especificidade do método.

Empregando o método citado acima, Cardoso e colaboradores (2007)
analisaram 18 amostras de pacientes submetidos a procedimentos cirurgicos de
artroscopia (77,8%) e laparoscopia (22,2%), em sete hospitais particulares da cidade
de Goiania-GO, dos 121 casos diagnosticados de infec¢des por MCR. Os resultados
demonstraram a presenca de M. abscessus em todas as amostras. Ademais, 0s
resultados do sequenciamento parcial do gene rpoB de dois isolados apresentaram
100% de similaridade com aqueles encontrados para o clone de M. massiliense
responsavel pelo surto ocorrido em Belém entre 2004 e 2005 e associado a cirurgias
de laparoscopia (VIANA-NIERO et al., 2008).

Outros métodos moleculares como Sondas de Acido Nucleico, Ribotipagem,
Hibridizacao, Perfil Plasmidial, bioquimicos, fenotipicos (Deteccao direta em tecido
embebido em parafina, Fluorescéncia in situ), Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) etc. também podem auxiliar na identificacdo desses
microrganismos (BROWN-ELLIOTT; WALLACE Jr., 2002).

Embora muito comum em paises como a india, as infecgdes primarias por MCR
sdo raras nos Estados Unidos acometendo, principalmente, individuos
imunocomprometidos, imunodeficientes ou pessoas com alto risco de exposi¢ao
ocupacional, como os fazendeiros (PARASHAR, 2004; NGUYEN et al., 2009).
Entretanto, surtos de infec¢gdes associadas a procedimentos percutdneos e
laparoscopicos tém merecido atengdo nos ultimos anos, sendo que o primeiro caso de
infeccao invasiva por M. massiliense nos Estados Unidos foi reportado por Simmon e
colaboradores, em 2007. Os autores sugerem que, na maioria dos casos, M.
massiliense pode ser erroneamente classificada como M. abscessus, tendo em vista a

semelhanca genética que apresentam.

Apls extensiva caracterizagao fenotipica e genotipica de membros do grupo
M. chelonae-abscessus, Leao e colaboradores (2009) propuseram a unidao de M.
abscessus, M. bolletii e M. massiliense e o reconhecimento de duas espécies. De
acordo com as regras do Bacteriological Code (Revisao 1990), as espécies foram
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denominadas M. abscessus subsp. abscessus e M. abscessus subsp. bolletii (Ledo
et al., 2010).
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2.2 Biofilmes Microbianos

Avancgos tecnolégicos envolvendo o desenvolvimento de lentes Opticas
possibilitaram a descoberta e o entendimento, mesmo que preliminar, do mundo
microbiano. Desde as primeiras observagdes microscépicas de materiais biolégicos
feitas por Anton van Leeuwenhoek (sec. XVII), a Ciéncia sempre demonstrou maior
interesse em estudos envolvendo microrganismos dispersos em suspensao
(planctonicos) e/ou em cultura pura (DAVEY; OTOOLE, 2000). Com o
aperfeicoamento das tecnologias oOpticas, grandes descobertas tém sido realizadas
no campo da Microbiologia, principalmente, se considerarmos o0s sistemas
comunitarios de microrganismos denominados biofilmes (GIAO et al., 2003;
RODRIGUES et al., 2003).

Biofilmes microbianos sao definidos como um consoércio de microrganismos
associados a superficies bidticas e abidticas (BARDOUNIOTIS et al., 2003), sendo a
formacado de matriz polimérica extracelular (Extracellular Polymeric Substance —
EPS) (Figura 5) caracteristica diferencial no crescimento da comunidade microbiana,
em relacdo as células em crescimento plancténico (cultura pura em meio liquido)
(ESTEBAN et al., 2008). Ademais, cada célula pode exibir fenétipo distinto com
respeito a transcricdo de genes e taxas de crescimento (DONLAN, 2002), em
resposta a variedade de sinais ambientais (O'TOOLE et al., 2001).

Figura 5 — Biofilme de Candida albicans na superficie de um cateter. A matriz do
biofilme consiste de fungo, hifas e uma rede extensa de material polimérico
extracelular (HAWSER; ISLAM, 2006).
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A formacgéo de biofilme confere uma vantagem seletiva para a sobrevivéncia
sobre diversas condi¢oes ambientais e para a resisténcia a agentes antimicrobianos
devido a formacédo de matriz de EPS (MARSOLLIER et al., 2007), facilitando a
colonizagédo do hospedeiro pela bactéria (COSTERTON et al., 1999). O processo de
adesdao microbiana, segundo as forcas elétricas (atrativa de van der Walls e
repulsiva eletrostética) que atuam na interface microrganismo—superficie, & descrita
pela teoria DLVO. Proposta em 1948, pelos russos Derjaguin e Landau e pelos
holandeses Verwey e Overbeek, a teoria DLVO explica a estabilidade cinética
coloidal de particulas organicas em meio aquoso empregando as forcas descritas
anteriormente (RIJNAARTS et al., 1999).

No contexto dos sistemas de biofilmes, a teoria DLVO ¢é talvez a contribuigdo
mais importante para a compreensdo dos mecanismos de adesdo de bactérias a
superficies. Esta teoria tem sido usada para descrever a interacao (Vror) ou “adesao
no minimo secundario” entre a célula microbiana e o substrato, com balanc¢o entre
dois fatores aditivos, sendo Va resultante das interagbes de van der Walls
(geralmente, atrativas) e repulsiva eletrostatica (Vg), considerando a distancia, em
nanémetros, entre a célula e o substrato (d), uma vez que a adesao total e
irreversivel (primaria) raramente ocorre (Figura 6) (HERMANSSON, 1999).
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Figura 6 — Energia potencial (V) de interacdo particula-particula em fungcdo da
distancia (d) de separacao entre a célula microbiana e a superficie.
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Os sistemas de biofilmes podem ser compostos por uma populagédo derivada
de uma Unica espécie ou por comunidades de multiplas espécies (heterogénea). A
observacao direta de inUmeros habitats naturais revelou que a maior parte dos
microrganismos persiste aderida as superficies em ecossistemas estruturados como
biofilmes e ndo como organismos livres (COSTERTON et al., 1995). Além disso, a
congregacao de bactérias na matriz dos biofilmes funciona como um consoércio
cooperativo de modo relativamente complexo e coordenado (O'TOOLE et al., 2001)

(Figuras 7 e 8).

. Seeding
dispersal

Mature
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Early
structure o

Figura 7 — Estrutura de biofilmes em dlferentes fases de desenvolvimento. Center for
Biofilm Engineering at MSU-Bozeman®, 2003.

Acredita-se que este atributo possa resultar em resisténcia aumentada a
desinfetantes, antissépticos, preservativos e outros antimicrobianos convencionais
(Figura 8) (STEWART; COSTERTON, 2001). Os mecanismos envolvidos ainda sao
motivo de especulacdo, mas algumas hipoteses tém sido aventadas: 1. alteracdes
fenotipicas das bactérias — motilidade (ESTEBAN et al. 2008); 2. inativagdo dos
desinfetantes por polimeros extracelulares ou enzimas modificadoras e 3. limitacao
de nutrientes, resultando em diminuicdo da velocidade de crescimento (DAVEY;
O'TOOLE, 2000). Estas caracteristicas, por sua vez, fazem com que os biofilmes
sejam dificeis de erradicar quando comparados a organismos em estado plancténico
(COSTERTON et al.,, 1999). Além disso, a formacédo de biofilmes facilita a
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transmissao de microrganismos patogénicos, disseminando-os pela desagregacao
de partes do biofilme e pela dispersdo de bactérias carreadas pela passagem de
fluidos (HALL-STOODLEY; STOODLEY, 2005) (Figura 9).
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Figura 8 — Mecanismos de tolerancia a antimicrobianos dos sistemas de biofilme.
Center for Biofilm Engineering at MSU-Bozeman®, 2003.
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Figura 9 — Formas de dispersdo de microrganismos em sistemas de biofilme. Center
for Biofilm Engineering at MSU-Bozeman®, 2003.
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Avancgos recentes em microscopia e técnicas moleculares tém permitido o
estudo destas comunidades ‘in situ” e em detalhe. A aplicagdo da microscopia
Confocal (Confocal Scanning Laser Microscopes — CSLM) na pesquisa de biofilmes
mudou a percepc¢ao da sua estrutura e fungdo. Na Figura 10, podem ser visualizadas
as fases de desenvolvimento de biofilme de Pseudomonas aeruginosa empregando
esta técnica, sendo a maturidade alcangada no oitavo dia de incubagédo da cultura
demonstrando a forma predominante e classica de um cogumelo. Antes, a
observacao de biofilmes por microscopia eletrbnica trazia a desvantagem da
desidratacdo do material e colapso da estrutura do biofilme no momento de preparo
das amostras. Adicionalmente, biofilmes formados por uma Unica espécie “in vitro”
apresentam estrutura semelhante a de biofilmes produzidos na natureza por
consoércios de varias espécies (COSTERTON et al., 1995). Por outro lado, diferencas
na composicdo da matriz extracelular e tempo de formagdo de biofilmes por
diferentes espécies sao evidentes (FEICHTINGER, 1998). Do mesmo modo, pode
haver grande variagdo nas propriedades de biofilmes formados por diferentes cepas
da mesma espécie e variagdes importantes podem ser causadas por diferengas sutis
nas condigdes ambientais (BRANDA et al. 2005).

Figura 10 — Microscopia Confocal: Estadgios da formacdo de biofime de
Pseudomonas aeruginosa. Nature Reviews/Molecular Cell Biology.
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Em estudos realizados por Marsollier e colaboradores (2007) empregando
Eletroforese em Gel (2-D) e Cromatografia Liquida combinada com Espectrometria
de Massa foram identificadas 84 proteinas presentes dentro da fracdo da matriz de
biofilmes de Mycobacterium ulcerans. Cerca de 70 apresentaram-se envolvidas em
processos como: viruléncia, detoxicacao e adaptacao (pgi-, pgk-, gltA2- e glcB-) (14);
metabolismo lipidico (10); respiracdo e metabolismo intermediario (32) e classe de
proteinas hipotéticas (14). Dentre as nove proteinas envolvidas no choque térmico, a
GroEL1 chaperone esta relacionada com a modulagéo de sintese de acido micdlico
durante a formacdo do biofilme, constituindo um dos fatores responsaveis pela
viruléncia do microrganismo. Além disso, a caracterizagdo dos constituintes da
matriz de cepa selvagem de M. ulcerans resultou, principalmente, na deteccéo de:
fosfatidilinositol manoses, fosfolipides (fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol,

cardiolipina), triacilglicerol e fitiodilona difitioceranato.

Caracteristicas envolvendo adesdo microbiana podem ser entendidas a partir
da natureza das superficies bibticas (flagelo, pili, glicopolissacarides, tecidos e
outros) e abibticas (rugosidade, potencial elétrico, filme condicionante e outros) e do

potencial de interacdo entre as mesmas.

Esteban e colaboradores (2008) estudaram a motilidade e a habilidade de
formacgao de biofilme de 15 espécies obtidas de colegdes internacionais de culturas
(ATCC) de MCR (M. fortuitum, M. chelonae, M. abscessus, M. peregrinum, M.
mucogenicum, M. septicum, M. immunogenum, M. mageritense, M. porcinum, M.
senegalense, M. elephantis, M. smegmatis, M. goodii, M. alvei e M. brumae)
empregando diferentes meios de cultura. Todas as cepas com excecao de M. goodii,
M. chelonae, M. porcinum e M. septicum demonstraram motilidade no sétimo dia de
incubacdo, em meio de cultura Middlebroook 7H9 (Difco). Ademais, todas as
espécies formaram biofilmes, sendo a M. abscessus a que apresentou crescimento
mais rapido (quatro dias). Todas as cepas foram incubadas a temperatura ambiente
para simular as condi¢des de sobrevida no meio ambiente. Portanto, implicagbes
diretas na epidemiologia de doencas infecciosas podem ser aventadas, uma vez que

esses microrganismos podem ser encontrados em diferentes ambientes.

Existem evidéncias de que M. avium, M. chelonae e M. fortuitum formam
biofilmes em diferentes condi¢cdes ambientais (SCHULZE-ROBBECKE et al., 1992;
NGUYEN et al., 2009).
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Varias espécies de MCR ja foram associadas a biofilmes em instrumental
cirurgico (COX et al.,, 1997) e sistemas de agua em ambiente hospitalar
(KAUPPINEN et al., 1999).
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2.3 Desinfetantes/Esterilizantes Quimicos

Juntamente com o aumento no debate sobre a selecdo de microrganismos
resistentes a antibidticos, o uso de agentes quimicos de limpeza e esterilizagdo de
artigos médico-hospitalares também tem despertado interesse pela comunidade
cientifica. A alegagdo € feita, a partir da propria eficacia antimicrobiana,
considerando o0 desconhecimento dos mecanismos envolvidos na inativacao
(MAILLARD, 2007). Entretanto, existe a necessidade de definir o termo “resisténcia”.
No contexto da avaliacdo da sensibilidade aos antimicrobianos, apresenta-se bem
definido e conciso, sendo as Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM’s) prontamente
obtidas. Adicionalmente, as CIM's possuem menor relevancia quando séao
considerados os testes empregando antissépticos, desinfetantes e esterilizantes
quimicos e os efeitos letais sdo consideravelmente mais importantes. Neste trabalho,
este termo serd empregado para denotar uma cepa que € (i) ndo susceptivel a
concentracdo do desinfetante ou (ii) ndo inativada (ou algumas vezes nao exibida)
pela concentragdo que inativa (ou inibe) a maioria das cepas dos microrganismos
(RUSSELL, 1998).

De forma contraria aos antibiéticos, um mesmo desinfetante quimico pode
atuar sobre diferentes estruturas da célula microbiana. Entretanto, diferengcas na
composicao da parede microbiana (peptideoglicanos, analogos de peptideoglicano,
polissacarideos, proteinas e glicoproteinas) caracterizam similaridades e diferengas
de respostas dos microrganismos frente aos agentes antimicrobianos (esterilizantes,
desinfetantes, desinfestantes, antissépticos, preservativos e outros), principalmente,
quando se apresentam na forma de biofilmes (RUSSELL, 1998) (Figura 11).
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RESISTENCIA

Esporos
Bacterianos

Micobactérias
Virus ndo Envelopados

SUSCEPTIBILIDADE

Figura 11 — Susceptibilidade microbiana relativa aos agentes antimicrobianos
(RUSSELL, 1998).

Legenda: Prion (Proteina pridnica) — Disponivel em: http://www.the-scientist.com/article/display/18534/
Coccideo (Cryptosporidium parvum) — Disponivel em: http://www.rkm.com.au/PARASITE/crypto.html
Esporo bacteriano (Bacillus atrophaeus) - SILVA et al., 2007
Micobactéria (Mycobacterium tuberculosis) — Disponivel em: http://www.raw-milk-facts.com/tuberculosis.html
Virus Nao-envelopado (Pélio) — Disponivel em: http:/porpax.bio.miami.edu/~cmallery/150/gene/new.virus.htm
Fungo (Aspergillus niger) — Disponivel em: <http://129.215.156.68/Images/asexual.htm
Bactéria Gram-negativa (Escherichia coli) — Disponivel em: http://anthropik.com/wp-content/uploads/e-coli.jpg
Coco Gram-positivo (Staphylococcus aureus) — Disponivel em: http:/swampie.wordpress.com/2008/02/17/
Virus envelopado (HIV) — Disponivel em: <http://www.rkm.com.au/VIRUS/HIV/HIV-virion-laevo.html

Para a reducao/inativacdo destas formas microbianas, seja na industria
farmacéutica, de alimentos e cosméticos, de biotecnoldgicos e biomateriais, clinicas,
hospitais etc., diferentes agentes quimicos tém sido empregados. Dentre aqueles

que apresentam ampla utilizagdo, destacam-se:
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— Aldeidos: Empregados como desinfetantes e esterilizantes compreendem o
formaldeido, glutaraldeido e ortoftaldeido (OPA) (Figura 12). O glutaraldeido € mais
comumente empregado na desinfeccdo de produtos termossensiveis como 0s
endoscopios e lentes. Por outro lado, o formaldeido tem sido empregado como
desinfetante/esterilizante de espacos fisicos (laboratérios, cabines de seguranca
bioldgica, biotérios e instalagcbes de produgao), apds ocorréncia de evento
contaminante. OPA encontra-se como alternativa ao glutaraldeido na desinfeccao de
alto nivel. Entretanto, ndo devem ser empregados quando a esterilizacao é requerida
(WALSH et al., 1999).

Em 1963, o emprego do glutaraldeido como agente antimicrobiano, de fato,
tornou-se possivel gragas aos esforcos de Pepper e Lieberman que, em 1962,
pesquisaram por um eficiente substituto da formalina (formaldeido) (BLOCK, 1983).
Na década de 80, a agéncia inglesa Health and Safety Executive ja alertava sobre a
exposicao a vapores de formaldeido, mesmo a curtos espagos de tempo, cuja
inalacao presumiria a atribuicao de alto risco carcinogénico a humanos (RUSSELL,
1982). Outras desvantagens deste composto como a baixa penetrabilidade e o
tempo de contato relativamente grande com diferentes materiais possibilitaram a
pesquisa e o0 advento de novos processos de desinfeccao e esterilizacdo (BLOCK,
1983). A eficacia do formaldeido dependente da concentragdo (mais que 0,3 mg/Ly),
temperatura (abaixo de 30°C) e suficiente umidade relativa (50-65% UR) durante o
periodo de exposicdo, em que nao deve haver sujidades orgéanicas presentes em
intensidade.

Os aldeidos apresentam amplo espectro de atividade bactericida, fungicida,
virucida e esporicida e sdo compativeis com a maioria dos materiais. Entretanto, nao
sé@o recomendados para uso na forma liquida, em situagdes de fabricacéo, e tendem
a deixar residuos que devem ser removidos devido as questdes ocupacionais
(SUTTON et al., 2007).

(0]
_ H O 0 H
Formaldeido Gilutaraldeido Ortoftaldeido

Figura 12 — Principais aldeidos empregados como desinfetantes/esterilizantes.
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Obtido através da reacédo entre acroleina e vinil-etil-eter (Figura 13), o
glutaraldeido (1,5-pentanedial) apresenta-se altamente reativo e instavel em pH
bésico por periodo ndo superior a 28 dias, independente de sua aplicacdo. A causa
principal desta caracteristica decorre do fenbmeno da polimerizagdo, sendo que a
perda de grupos aldeidos é pH dependente e extensiva acima de pH 9. (RUSSELL,
1982).
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CH;CH,0H + HC-CHy-CH,-CHo-CH +H:0

etanol glutaraldeido

Figura 13 — Sintese para obtencao industrial de glutaraldeido (RUSSELL, 1982).

O glutaraldeido apresenta amplo espectro de atividade contra bactérias e
seus esporos, fungos e virus, sendo que sua principal agéo envolve forte associagao
com as camadas externas das células bacterianas, especificamente, com aminas
nao protonadas da superficie celular. A atividade esporocida independe do pH de
atuacao da solucao, sendo que formas basicas caracterizam-se pela alta penetracao
nos esporos, assemelhando-se ao formaldeido, enquanto que, na forma &cida, o

glutaraldeido reage e permanece na superficie (RUSSELL, 1998).

Para fins de esterilizacdo e desinfeccao, diferentes concentragdes de
glutaraldeido podem ser encontradas no mercado comercial mundial, podendo
variar, em sua constituicdo, entre 2% quando a solugdo também apresenta fenol
(SPORICIDIN, Sporicidin International) a 3,4% (CIDEX Plus™, Johnson & Johnson).
Ademais, os tempos de esterilizagdo e desinfecgdo também se apresentam como
variaveis de processo, sendo preconizados como entre 10-12hs e 20-90 min a 20-
25°C, respectivamente.
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— Acido Peracético: Constitui-se em uma forte substancia oxidante (Figura 14),
formada da reacdo entre acido acético e peroxido de hidrogénio (Figura 15) (STAMPI
et al.,, 2001). Possui agao bactericida, fungicida, virucida e esporicida. Apresenta
odor pungente, o que o torna desagradavel e danoso ao ambiente de trabalho, além
de reduzida compatibilidade com diferentes materiais devido as suas caracteristicas
oxidantes. Recentemente, produtos que associam perdxido de hidrogénio e &cido
peracético tém sido desenvolvidos com melhor perfil para seu emprego com
manutengao da eficacia desejada.

0
0 0
HO OH > OH / \
+ — / + H H
OH 0
acido peréxido de 4cido agua
acético hidrogénio peracético

Figura 15 — Rota de obtengao do acido peracetico.

— Perdxido de Hidrogénio: Seu emprego tem despertado interesse como
desinfetante de superficie rigida, ndo menos em decorréncia de suas propriedades
esporicidas que o elevam a classificagcdo de esterilizante (Figura 16).
Adicionalmente, apresenta atividade contra fungos, leveduras e virus (MCDONNELL;
RUSSELL, 1999). Considerando que seus produtos de degradacdo sao agua e
oxigénio, ndo deixam residuos toxicos, além de ndo ocasionarem problemas de
incompatibilidade com materiais. Nos anos recentes, a tecnologia empregando
“Perdxido de Hidrogénio em Fase Vapor” (Vapor Phase Hydrogen Peroxide) tornou-

se sistema popular de esterilizagdo na industria farmacéutica.
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Figura 16 — Estrutura linear e espacial do peréxido de hidrogénio.

— Biguanida: Apresentam amplo espectro de atuac&do sobre os microrganismos pela
reagdo com 0S grupos carregados negativamente das membranas microbianas,
alterando sua permeabilidade (Figura 17). Entretanto, possuem eficacia limitada em
relagdo aos virus e nao sao esporicidas, micobactericidas ou fungicidas.
Apresentam-se altamente reativos em pH entre 5 e 7, sédo tdxicos para peixes e ndo
devem ser descartados no ambiente (MCDONNELL; RUSSELL, 1999).

HN NH
HN }— N N—( NH
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Figura 17 — Estrutura linear da biguanida clorexidina.

— Compostos de Aménio Quaternario: Sdo agentes catidbnicos empregados em
superficie e que apresentam regides hidrofébicas em sua estrutura (Figura 18). Sao
mais ativos contra organismos Gram-positivos, mas também contra varios Gram-
negativos. Entretanto, ha situagdes em que foram detectadas contaminac¢des por
Pseudomonas spp. e Burkholderia cepacia em formulagbes contendo compostos de
aménio quaternario. A maior limitacdo na faixa de atividade antimicrobiana é a
auséncia geral de atividades contra micobactérias, esporos e virus nao lipidicos.
Adicionalmente, sdo comprometidos de forma intensa por sujidade organica. No

aspecto positivo, eles ndo afetam uma larga variedade de superficies de trabalho, de
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forma que raramente algo deva ser considerado no processo de selecado
(MCDONNELL; RUSSELL, 1999).

R1 R1

R*—N—RZX —* R'—N'—R20H

R® R
Sal de Ambnio Hidréxido de Amoénio
Quaternario Quaternario

Figura 18 — Exemplos de compostos de amdnio quaternario.

— lodo: Compostos contendo iodo apresentam amplo espectro e sdo considerados
efetivos para uma variedade de bactérias, micobactérias, fungos e virus. O iodo
desnatura proteinas e interfere no sistema enzimatico dos microrganismos. Sao
frequentemente formulados com sabdes e apresentam-se relativamente seguros.
Entretanto, compostos que apresentam iodo concentrado podem ser irritantes para a
pele e danificam borrachas e alguns metais. Agentes contendo iodo s&o inativados
por compostos de aménio quaternario e matéria organica (MCDONNELL; RUSSELL,
1999).

— lodéforos: Sao complexos contendo iodo que aumentam a solubilidade e
prolongam a liberagcdo do iodo (Figura 19). Um dos iodéforos mais comumente
empregado é o iodo-povidine. Apresentam-se menos reativo com a matéria organica
se comparados aos compostos que empregam somente iodo. A diluicdo dos
iodoforos possibilita 0 aumento da concentragéo de iodo livre e, consequentemente,
a atividade antimicrobiana.
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Figura 19 — Estrutura linear de iodo6foros.

— Compostos Fenodlicos: Tém sido usados desde a época do surgimento dos
desinfetantes, no século XVIl. Embora originalmente obtidos por destilagdo do
carvao de hulha, hoje, sdo principalmente de origem sintética (Figura 20). Na
avaliagdo da eficacia dos desinfetantes um marco inicial foi o coeficiente fendlico,
onde a atividade era comparada ao proprio fenol (AOAC, 1994). O coeficiente
fendlico perdeu sua relevancia, tendo em vista que formulagées modernas, incluindo
derivados fendlicos, apresentam coeficiente fendlico de centenas ou mesmo
milhares com 0os mesmos organismos. Estes derivados fendlicos apresentam amplo
espectro de atividade contra bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e fungos, o
que os torna desinfetantes vantajosos no geral. Apesar de apresentarem agao contra
micobactérias, os compostos fendlicos, em geral, ndo sao efetivos contra esporos ou
virus hidrofilos, embora tenham alguma atividade contra formas intermediérias de
virus. Adicionalmente, ndo demonstram incompatibilidade com materiais, embora
alguns apresentem efeitos residuais em determinadas superficies. Esta propriedade
pode merecer consideragées quanto aos riscos de residuos, impactando a qualidade
do produto devido a contaminagéao quimica (MCDONNELL; RUSSELL, 1999).

OH OH

Cl

CHs

Cl
Clorocresol 2-Clorofenol

Figura 20 — Exemplos de compostos fendlicos.
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Micobactérias sdo sabidamente mais resistentes a acdo de desinfetantes e
detergentes do que a maioria das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(HERNANDEZ et al., 2005). Entretanto, o mecanismo de agédo dos desinfetantes
sobre estas é ainda desconhecido, mas provavelmente envolve a atuagéo sobre a
parede de suas células (Tabela 4). O uso destas substancias em ambientes
hospitalares pode tanto eliminar bactérias sensiveis quanto selecionar cepas de
micobactérias que permanecerdao no meio ambiente por longos periodos com livre

acesso a nutrientes e diferentes espacos fisicos.

Dentre os principais agentes quimicos que apresentam maior atividade na
inativagdo de MCR destacam-se aqueles constituidos de: fenol, acido peracético,
peroxido de hidrogénio, éalcoois, glutaraldeido e ortoftaldeido, sendo que este
apresenta maior emprego na desinfecgdo de alto nivel de instrumentais cirargicos,
em ambiente hospitalar. Outros, por sua vez, se destacam pela natureza
micobacteriostatica de seus agentes como a clorexidina e compostos de aménio
quaternario quando empregados em altas concentragcdées ou de forma conjunta em
uma mesma formulacao (BROADLEY et al., 1991; GREGORY et al., 1999).

Uma das formas de reduzir a incidéncia de doencas causadas por
processamentos inadequados de materiais médico-hospitalares € assegurar que a
eficacia micobactericida de desinfetantes seja alcangada com precisdo e
padronizagdo dos  procedimentos de limpeza, rinsagem, secagem,
acondicionamento, esterilizacdo e armazenamento (IDO et al., 1996; GREGORY et
al., 1999; GREENWALD, 2007).

A Tabela 4 apresenta os principais mecanismos de acao dos desinfetantes
quimicos (RUSSELL, 1982).
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Tabela 4 — Mecanismos de acao de desinfetantes (RUSSELL, 1982).

MEMBRANA MEMBRANA
BIOCIDA CELULAR CITOPLASMATICA CITOPLASMA EFEITO
Alcoois Rompimento da membrana Desnaturagao de Proteinas
. ) Proteinas com grupo Oxidagao de grupos Tiol a dissulfetos,
Bronopol Proteinas com grupo Tiol Tiol modificando a estrutura das proteinas
Clorexidina Rompimento da Membrana Ligagdo a fosfato de acidos graxos -

rompimento da membrana

Oxido de Etileno

Proteinas com Grupo Tiol

Grupos Amina e Tiol

Alquilagado de grupos Amino, Carboxil,
Sulfidrila e Hidroxila de proteinas, resultando
em danos estruturais

Alquilagao de grupos Amino, Carboxil,

Aldeidos Ligagéo cruzada Fixacao Fixacédo Sulfidrila e Hidroxila de proteinas, resultando
em danos estruturais
Hexaclorofeno Rompimento da membrana Lise celular

Peréxido de hidrogénio

Dano oxidativo

Dano oxidativo

Oxidacao de grupos Tiol a dissulfetos,
modificando a estrutura das proteinas

Hipocloritos, liberadores
de cloro

Grupos Tiol e
Amino

Grupos Tiol e Amino

Grupos Tiol e Amino

Halogenacao de aminoacidos aromaticos

lodo Proteinas com grupos Tiol Grupos Tiol Modificacao da estrutura protéica

- . . ) . Ligagdo a grupos Tiol causando dano
Mercuriais Ativo Proteinas com grupos Tiol Grupos Tiol estrutural s proteinas
Fendis Rompimento da Membrana Desnaluragao de Desnaturacao de Proteinas

Proteinas

Compostos de Amonio
Quaternario

Rompimento da Membrana

Ligacdo a fosfato de acidos graxos -
rompimento da membrana
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2.4 Sistemas de Esterilizacao Fisicos, Quimicos e Fisico-Quimicos

Os processos de esterilizagdo tém como objetivo promover a completa
eliminacdo ou destruicdo de todas as formas de microrganismos presentes em um
determinado material, abrangendo virus, fungos e bactérias, em suas formas
vegetativas ou esporuladas, para um nivel aceitavel de seguranca tanto para o
paciente quanto para o usuario e operador (PADOVEZE; DEL MONTE, 20083).

Os métodos esterilizantes podem ser divididos em fisicos, quimicos e fisico-
quimicos. Os processos fisicos sao, principalmente, o de vapor saturado
(autoclaves), calor seco (estufas) e radiagao (raios gama). Os métodos quimicos sao
banhos ou lavagens que utilizam glutaraldeido, formaldeido e &cido peracético
(RUSSELL et al.,, 1982; RUTALA, 1995). Os meétodos fisico-quimicos, em geral
considerados simplesmente quimicos envolvem, principalmente, processos onde se
tém as acdes de dois dos fatores utilizados nos métodos anteriores, tal como no uso
de esterilizador por gas 6xido de etileno (EtO, EO ou E.O.) (OLIVEIRA, 2000) e
perdxido de hidrogénio (SILVA et al., 2007).

Fatores limitantes dos meétodos convencionais consistem, entre outros, nas
elevadas temperaturas podendo, por exemplo, degradar os materiais poliméricos
utiizados em cateteres e outros itens (MOISAN et al.,, 2001a). As limitacoes
abrangem materiais empregados em endoscopias e grande diversidade de outros
materiais hospitalares, plasticos e elastoméricos, a serem utilizados em vasta gama

de técnicas clinicas, terapéuticas e cirurgicas (HOLY et al., 2001).

Segundo Rutala, um sistema esterilizante considerado ideal deve ser capaz
de inativar um inéculo clinicamente relevante, de um organismo altamente resistente,
na presenca de matéria organica e posicionado no mais inacessivel local do item a
ser processado. Por sua vez, deve contemplar caracteristicas de: alta eficacia,
inclusive em baixas temperaturas; rapida atividade; tempo de processo curto; alta
penetrabilidade; compatibilidade; ndo ser tdxico e ndo deixar residuos; atividade na
presenca de matéria organica; capacidade de monitoramento e custo-efetividade
(RUTALA, 1996).

O nao atendimento a essas caracteristicas seja de forma parcial ou total

impossibilita que um mesmo agente esterilizante seja empregado a um grande
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numero de artigos, principalmente, se tratarmos dos termossensiveis, sejam eles

farmacéuticos, odontologicos, médico-hospitalares ou outros.

Desta forma, o grande impasse surgido nas Uultimas décadas, quanto a
esterilizacdo de materiais termossensiveis, foi valioso na busca de alternativas. A
situagdo apresentava-se sob controle, a despeito das limitacées dos processos de
irradiacao, sejam aqueles que empregam Cobalto 60 ou Elétron Acelerado. Europa e
Estados Unidos divergiam quanto a esterilizagdo — a primeira deslocando-se para o
formaldeido, glutaraldeido e vapor em baixa pressao de perdxido de hidrogénio
(RUSSELL et al., 1982), enquanto que, o segundo com elevado deslocamento para
EtO, em cujo emprego, problemas ocupacionais e ambientais provocaram mudancas
positivas (DEN ELZEN et al., 1992; RUTALA et al., 1996). Os controles tornaram-se
mais rigidos e o atendimento a questdes legais, com regulamentagbes severas
direcionou a pesquisas de substancias e processos alternativos (BRASIL, 1999;
PINTO et al., 2002).

A tecnologia empregada em esterilizagdes sob baixa temperatura envolvendo
radiagdo gama apresenta alto custo tanto pelo material utilizado, quanto pelos
recursos de seguranca necessarios. Adicionalmente, as grandes intensidades de
energia necessarias para a esterilizagdo podem afetar as propriedades de materiais
de natureza polimérica, promovendo modificagdes estruturais que incluem
degradacgao das cadeias poliméricas, formacao de radicais livres, ligacdes cruzadas
e duplas ligacoes, resultando em alteracbes mecanicas e visuais, bem como
reduzindo a vida util dos mesmos e comprometendo sua funcionalidade (SHINTANI,
1995).

O grande mérito do uso do EtO decorre de sua aplicagdo abrangente,
inclusive com relagdo a materiais incompativeis com radiacao esterilizante e calor
(BURGESS; REICH, 1993; RUSSEL et al., 1996). Aliado as caracteristicas de
elevada difusibilidade e volatiidade que respondem pela eficacia e seguranca
biol6égica do processo esterilizante por EtO, a facilidade com que sempre se
contornou suas caracteristicas negativas (inflamabilidade, com a adog¢ao de misturas
inertes; toxicidade, com o emprego de equipamentos de protecao individual e
coletiva — EPIs e EPCs) tornou este o processo de maior opcao, particularmente,
dentre os fabricantes de artigos médico-hospitalares (OLIVEIRA, 2000; PINTO et al.,
2002; OLIVEIRA; PINTO, 2002).
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O EtO, também denominado de oxirano, epoxi-etano e 6xido de dimetileno, &
um éter ciclico que se apresenta como um gas incolor a temperatura ambiente e
pressdo atmosférica. Apresenta férmula molecular C,HsO com peso molecular de
44,02. Caracteristicas sensoriais e fisicas também podem ser destacadas como:
odor desagradavel, semelhante ao éter; miscivel com acetona, éter, benzeno e a
maioria dos solventes organicos. Em pH acido reage formando etilenoglicol e na
interacdao com ions cloro forma a etilenocloridrina, uma substancia de toxicidade

bastante reconhecida, sendo soluvel em agua a 10°C (SILVA, 2002).

Para metodologias envolvendo EtO, os processos utilizaram inicialmente o
gas em sua forma pura, sem misturas. Variagdes deste método empregaram o gas
diluido em clorofluorcarbonos (CFCs), principalmente para reduzir a inflamabilidade
e explosividade inerentes a ele diminuindo, portanto, os riscos de sua aplicacao
(PINTO, 1991; PINTO et al.,, 2002; OLIVEIRA; PINTO, 2002). Esta pratica foi
posteriormente modificada devido ao emprego de CFCs que sdo conhecidamente
prejudiciais a camada de ozénio (OLIVEIRA, 2000). Pesquisas envolvendo misturas
com hidroclorofluorcarbonos (HCFCs), muito menos agressivos a camada de 0zénio
quando comparados aos CFCs, evidenciaram que os HCFCs sao alternativas
promissoras quando se trata da preocupacado ambiental envolvendo tais questdes
(OLIVEIRA; PINTO, 2001; OLIVEIRA; PINTO, 2002).

Com relagdo as misturas esterilizantes, permanece ainda maior uso para
aquela que utiliza proporcao de 12% de EtO e 88% de CFC 12 (Clorofluorcarbono
12), sob denominagéo comercial de Oxyfume 12° (PINTO, 1991; OLIVEIRA, 2000;
PINTO; OLIVEIRA, 2001; OLIVEIRA; PINTO, 2002), de custo bastante acessivel se
comparada a mistura que utiliza 10% de EtO, 27% de HCFC 22 e 63% de HCFC
124, denominada comercialmente de Oxyfume 2002® (OLIVEIRA, 2000; OLIVEIRA;
PINTO, 2001; OLIVEIRA; PINTO, 2002).

Consenso internacional sobre a diminuigdo drastica do consumo mundial de
CFCs resultou, em 1987, no chamado “Acordo de Montreal sobre substancias que
agridem a camada de ozdnio” (Protocolo de Montreal), tendo sido assinado por 24
nagcdes e estabelecendo redugdes drasticas de consumo (MANZER, 1990). Embora
as misturas que utilizam CFCs respondam por cerca de 2 a 5% de todo CFC
utiizado domesticamente, foram incluidas no termo deste acordo. A resolugdo n°
267 de 14 de setembro de 2000 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
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(CONAMA) preconizou a retirada total deste ativo do mercado brasileiro até 2007
(trés anos antes do prazo estabelecido pelo Protocolo de Montreal), sendo que sua
importagdo iniciou supressdo gradativa em 2001 (15%), atingindo 100% de
totalidade em 2007. Ao custo de US$ 26,700.000 (Fundo Multilateral), o Plano
Nacional de Eliminagdo do CFC (PNC) propdes eliminar a emissao de CFC em todo
o territério até 31 de agosto de 2010 (Projeto BRA/02/G76), priorizando o banimento
de substancias como CFC-11, CFC-12, CFC-113, CFC-114, CFC-115 até janeiro de
2010. As importagdes envolvendo os HCFCs continuardo permitidas, porém
sofrendo controle por parte do governo brasileiro através da referida resolucéo e
exigindo cadastramento da empresa importadora e comercializadora no Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) (BRASIL,
2000).

Segundo Oliveira e Pinto (2002), o uso de EtO apresenta aspecto bastante
negativo no que diz respeito as propriedades carcinogénicas apresentadas pelos
materiais esterilizados por este método, podendo afetar a seguranga de pacientes e
operadores. Estas propriedades estdo diretamente relacionadas aos residuos do
gas, bem como seus subprodutos etilenocloridrina e etilenoglicol, potencialmente
presentes no material processado. Assim, prosseguem as pesquisas relacionadas a
aspectos de aeracdo de itens processados e, concomitante redugcdo de niveis
residuais, na tentativa de minimizar riscos potenciais (STEELMAN, 1992).

A preocupagao inerente ao uso de EtO relativa a aspectos ocupacionais,
levou a “Occupational Safety and Health Administration” (OSHA) a estabelecer limite
de 1 ppm (parte por milhdo) para jornada de trabalho de 8 horas, sendo que em
1988 foi acrescentado limite para exposi¢cdo em curto prazo de 5 ppm (SARTO et al.,
1991; SZOPINSKI et al., 1991). Assim, o treinamento de pessoal envolvido, quanto a
execucado correta de procedimentos de operagdo € uso de equipamentos de

seguranga, é fator primordial para reducao de riscos de exposicao desnecessarios.

Também no reprocessamento de materiais médico-hospitalares, aspecto que
se constitui em grande preocupacao nos hospitais, o EtO tem sido o esterilizante de
escolha (PINTO; GRAZIANO, 2000; GREENWALD, 2007). Entretanto, a frequente
inexisténcia de instalacdes adequadas, seja no préprio hospital ou em empresas que
oferecem servicos de terceirizacdo, tem acarretado a busca de alternativas
(RUTALA, 1996; RUTALA; WEBER; 1996). Estudos recentes abordando tais
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aspectos de reprocessamento evidenciaram grande preocupacdo com relacdo a
reutilizagdo desses materiais, uma vez que os dados obtidos mostraram presencga de
esporos bacterianos e endotoxinas apds alguns ciclos de reprocessamento
laboratoriais. Ainda, ocorréncia de falhas na integridade fisica dos materiais
avaliados, bem como presenca de residuos de material estranho em algumas
unidades levou a conclusdo de que a reutilizagdo desses materiais fabricados para
uso unico nao deve ser permitida ou praticada ilegalmente, pois tal conduta acarreta

em comprometimento da seguranca do paciente (SILVA, 2002).

Desafios envolvendo o processo esterilizante por EtO tém sido concentrados
no aperfeicoamento da monitoragao direta de parametros criticos durante o processo
(real time) utilizando sensores de concentracdo gasosa e umidade relativa
posicionados no interior das camaras, os chamados datalogers (Patente no.
5788925, Estados Unidos da América) (PAI; ZELL, 1998). Estes, atualmente, tém
demonstrado maior precisdo, sensibilidade, acuidade, reprodutibilidade, em
detrimento de fatores interferentes ao seu desempenho (condensacao de vapor

saturado de agua e etilenoglicol em componentes 6pticos) (SMITH, 2001).

2.4.1 Sistemas de Esterilizacao por Plasma

Uma das grandes possibilidades na area de esterilizacdo, a mais
revolucionaria, consiste no emprego do plasma como processo esterilizante
(JACOBS, 1994; BACKGROUND, 1996; SILVA et al., 2007). Embora ja tenham sido,
nos ultimos anos, divulgados e, inclusive, comercializados equipamentos atrelados
ao emprego do plasma, com énfase para o Plazlyte™ (AbTox Inc., Mundelein,
llionois) (BRYCE et al., 1997) e Sterrad® (Advanced Sterilization Products, Johnson
& Johnson, California) (HERMELIN et al., 1998), h& controvérsias a serem

esclarecidas.

Plasmas sao formados ao submeter um gas a um campo eletromagnético,
originando um ambiente de igual numero de particulas positivas e negativas e um
numero diferente de moléculas neutras ndo-ionizadas (MOISAN et al., 2001a). As
entidades altamente reativas formadas apresentam-se como responsaveis

diretamente pelo ataque e reagcdo com os sitios nucleofilicos dos microrganismos
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presentes no processo, seja ao nivel da membrana celular ou diretamente sobre o

material genético dos mesmos, promovendo sua inativacdo (MOISAN et al., 2001Db).

A expressao plasma foi primeiramente utilizada em 1927 por Langmuir que,
ao trabalhar com descargas de baixas pressdes, agora comuns em tubos
fluorescentes e luminosos de néon, observou que nestas descargas a luminosidade
conduzida pelo gas espalhava-se pelo sistema de vacuo. Langmuir introduziu a

palavra plasma para descrever o gas ionizado (MOTT-SMITH, 1971).

O plasma, devido a sua formacéao, pode estar associado a altas temperaturas,

como indicado na Figura 21.
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Figura 21 — Estados da matéria, temperatura e energia da particula (GRILL, 1994).

No plasma, os elétrons podem alcangar temperaturas da ordem de 10%~10° °K
(1-10 eV), enquanto que a temperatura do gas pode ser comparavel a temperatura
ambiente (GRILL, 1994). Por esta razdo, estes podem ser chamados de plasmas
frios. Os processos sdo responsaveis pela geracdo e recombinacdo de particulas
carregadas, emissdo e absorgédo de fétons, formacao de novas espécies quimicas,
neutras ou carregadas e, adicionalmente, pela fragmentagdo de grupos atémicos e
reacoes quimicas. A interagdo entre dois elementos constituintes de um plasma é

caracterizada pela grandeza denominada “secao de choque”. A colisdo de elétrons
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livres com outros componentes de um plasma constitui-se no principal mecanismo
de producao de ions em descargas gasosas, a qual depende da energia cinética do
elétron, adquirida pela agdo do campo elétrico (GRILL, 1994).

O uso de técnicas de esterilizacao por plasma oferece vantagens em relacao
aos outros métodos utilizados, pois sdo bastante efetivas quanto a reducao da carga
microbiana, além de se desenvolverem em baixas temperaturas € ndo utilizarem
gases toxicos. Consistem em expor os materiais contendo microrganismos a
espécies reativas geradas pela ionizagdo de um gas, normalmente oxigénio ou
misturas de oxigénio e perdxido de hidrogénio em diferentes concentragdes,
utilizando-se de campos eletromagnéticos (OHSHIMA et al., 1997; HERMELIN et al.,
1998; RUTALA et al., 1998; LEROUGE et al., 2000b; SILVA et al., 2007).

Atualmente, os sistemas de plasma compreendem um consideravel campo de
pesquisa, sendo amplamente estudados em diversas é&reas da Ciéncia,
principalmente, nos setores envolvendo Astrofisica e Engenharia, com énfase em
Microeletrbnica e em solugdes definitivas para as demandas mundiais de energia
através da Fusado Termonuclear Controlada (CHEN, 1994).

Aspectos de engenharia envolvendo esta tecnologia possibilitam o
desenvolvimento e aplicacdo de diferentes formas de obtencdo de plasma, tais
como: baixa pressdao (ELIASSON; KOGELSCHATZ, 1991; SOLOSHENKO et al.,
2000), pressao atmosférica (MOREAU et al., 2000; XU et al., 2006), micro-ondas,
campo elétrico pulsante (CHAU et al., 1996; GRADI et al., 2000; LEROUGE et al.,
2001) e outros.

Uma das principais formas de obtencdo de plasma se constitui na aplicacao
de baixa pressdo sobre o gas na camara, caracterizado no sistema denominado
“Reactive lon Etching” (RIE) com acoplamento capacitivo, a partir de gerador de
radiofrequéncia (RF) de 13,56 MHz (MOREIRA et al., 2004). Esta caracteristica, por
sua vez, permite que o plasma seja gerado no mesmo ambiente onde se localiza a
amostra a ser processada. No ambito da esterilizagcéo, possibilita grande efetividade
nos processos através da atuagcdo direta dos mecanismos responsaveis pela
inativacdo dos microrganismos (MOISAN et al., 2001b). Além disso, o sistema
também possibilita o ajuste dos parametros conforme o item a ser processado,
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aumentando sua aplicabilidade e reduzindo o custo dos processos (MOREIRA et al.,
2004).

Outros sistemas possibilitam a formacdo de plasma de forma indutiva,
caracterizado no sistema denominado /nductively Coupled Plasma, onde as
entidades reativas sdo geradas em compartimento ou regido especifica e carreadas
até a amostra através da aplicacao de vacuo na camara de esterilizagdo (MOISAN et
al., 2001a). Estes sistemas sdo menos efetivos quanto a redugdo da carga
microbiana, uma vez que as espécies reativas geradas com a quebra do gas
possuem meia-vida curta, o que diminui sua influéncia sobre o material a ser
esterilizado (BOSCARIOL et al., 2008).

Muitos estudos envolvendo os sistemas de plasma tém empregado inimeros
microrganismos com propostas que atendam aos requisitos para utilizacdo como
indicadores biologicos na validagdo dos processos (ALFA et al., 1996; LEROUGE et
al., 2000b; MOISAN et al., 2001a; PUREVDORUJ et al., 2003). Como ainda nao ha
regulamentacdo para esses sistemas pelos 6rgaos responsaveis, também néo ha
um microrganismo que seja padronizado para estas pesquisas. Dentre os mais
estudados, os esporos de Bacillus atrophaeus (Bacillus subtilis var. niger ATCC
9372) (FRITZE; PUKALL, 2001; SILVA et al., 2007) tém apresentado maior
resisténcia frente a um grande numero de microrganismos, sejam eles:
enterobactérias, Gram-positivos e até mesmo dentre outros formadores de esporos
como os do género Clostridium. Uma das grandes caracteristicas dos esporos do
género Bacillus e em especial a espécie Bacillus subtilis que justifica o seu emprego
como indicador bioldgico € a de apresentar uma membrana rica em acido dipicolinico
(acido 2,6-piridina-dicarboxilico), que constituiu cerca de 10% de seu peso seco € lhe
confere resisténcia superior a outros microrganismos aos processos de esterilizacao
por plasma (PAIDHUNGAT et al., 2000).

No ambito da tecnologia, ha que se estudar o efeito da composicao do plasma
na letalidade dos esporos (LEROUGE et al.,, 2000a), visto que seus sistemas
possibilitam a utilizagdo de inUmeros gases e que nos equipamentos comercialmente
disponiveis, o plasma se apresenta apenas como agente complementar de
detoxificacdo do agente ativo principal, seja ele o peroxido de hidrogénio ou o &acido
peracético. Estes sistemas, embora eficientes, ndo sdo considerados verdadeiros
processos esterilizantes por plasma (KUCHMA et al., 1996; KREBS et al., 1998).
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Addy (1989) apresenta premissas associadas ao gas precursor, ao efeito da
temperatura e embalagem, influenciando o efeito esterilizante do plasma. Suportes
dos esporos microbianos contendo ou ndo adi¢cdo de soro e de sais sdo possiveis
fatores de influéncia (ALFA et al., 1996). A importadncia da umidade fica entre

questdes operacionais e de eficacia (PENNA et al., 1999).

2.4.1.1 Mecanismos de Acao

Para os processos empregando esta tecnologia, foram aventadas diferentes
hipéteses de mecanismos para a inativagdo de células microbianas quando
empregado gas oxigénio como agente precursor das espécies reativas (Figura 22)
(MOISAN et al., 2002), a saber:

1) Destruicdo direta por radiacdo UV do material genético. A destruicdo do
DNA do microrganismo por fotons UV é relativamente pequena decorrente da baixa
penetracdo dos fétons sobre os microrganismos e esta relacionada ao numero de
microrganismos, espessura € composicao quimica da parede de revestimento de

esporos, por exemplo, e a aspectos de superficies expostas a radiacao UV.

2) Erosdo dos atomos por fotodessorcdo extrinseca de irradiacao UV
proveniente da quebra de ligagdes quimicas em atomos, em contato intrinseco dos

microrganismos, produzindo pequenas moléculas volateis (p.e. CO e CHj).

3) Erosdo dos microrganismos, atomo a atomo, também denominada
processo etching (corrosdo) € produzida a partir de espécies reativas, promovendo o
processo de oxidacdo e degradacdo do biomaterial, transformando-o em produtos
volateis (CO,, CO, H,O e Ny). O processo etching aumenta a quantidade de foétons
UV agindo em sinergismo com as espécies reativas, potencializando a eliminacéao do
microrganismo. A reagdo quimica induzida por fotons UV resulta na dessor¢do de

radicais € moléculas na fase intermediaria e final da oxidacao
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Figura 22 — Mecanismos de inativacao de microrganismos por plasma (MOISAN et

al., 2002).

A destruicdo de microrganismos € alcangada devido a elevada energia dos

fétons ou ions intensamente acelerados ou por espécies quimicamente ativas como

atomos de oxigénio e moléculas de O, metaestavel. O plasma originado do gas

oxigénio produz estes fatores combinados, sendo bastante efetivo devido ao

sinergismo entre as espécies reativas (BOL'SHAKQV et al., 2004).

As particulas ionizadas geradas no plasma de gas oxigénio sdo: O*,, OF, O,

elétrons (e7), molécula neutra de O, e atomo de oxigénio neutro (O). (SHIBATA; et

al., 1998).

Dentre os mecanismos cinéticos envolvidos destacam-se:

— lonizagao de O, por impacto de elétron:

02 + e —>O+2+28_

— Eletro-associacao ao O (electron attachment reaction):

O +e -0 +0

(@)
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A resultante O + O é alcangada através da reacdo de separacdao dos
elétrons na geragédo do volume do plasma como fonte de novos elétrons (electron
detachment reaction):

O +0 -0+ ¢ (3)

As trés principais combinagcdes com O,, exemplificadas acima, compdem o
complexo sistema de quase neutralidade do plasma, pois a sequéncia de reacoes de
recombinacgao/dissociacdo é controlada por radiofrequéncia (RF) em plasma de
oxigénio. A reacdo de eletro-dissociacdo entre O e O™ fornecem novos elétrons ao
sistema plasma (SHIBATA et al., 1998). O parametro RF, em Watts, muda a energia

dos elétrons e, por consequéncia, sua distribuicao eletrbnica.

O numero de colisbes elasticas de elétrons em moléculas de oxigénio
metaestavel O, e oxigénio atdmico no estado fundamental aumentam sob baixa
pressao de 107 torr (0,13 Pa) (ELIASSON; KOGELSCHATZ, 1991).

Considerando os processos empregando peréxido de hidrogénio, o impacto
da energia de RF decompde suas moléculas em radicais livres reativos. Parte desta
energia é transferida para os ions, elétrons, atomos excitados e moléculas excitadas,
0S quais interagem com os componentes vitais das células como membranas
celulares, enzimas e acido nucleico (BLOCK, 1983). As espécies reativas originadas
na quebra do gas peréxido de hidrogénio apresentam-se como radicais livres de:
hidrogénio (H), hidroxila (OH) e hidroperéxido (HO2) (SOLOSHENKO et al., 2002).

Os mecanismos de reagao do gas peroxido de hidrogénio sao:

O + H2O2 — OH + HO3 (ion hidroperoxido) (4)
H202+ OH — Hzo + HOz (5)
H.02 + HO2 — H20O + O, + OH (radical hidroxila) (6)

Outro mecanismo proposto para o perdxido de hidrogénio na destruicdo da
bactéria esta relacionado ao ion superéxido (O2), resultando na producao de radical
hidroxila (OH), espécie de relevante efetividade na letalidade microbiana.
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02_ + H202 — OH +OH + 02 (7)

O radical hidroxila livre € um forte oxidante, altamente reativo e que interage
com a membrana lipidica, DNA e outros componentes essenciais da célula. No final

do processo, sao obtidos como produtos finais apenas agua e oxigénio.

E fundamental, portanto, o conhecimento dos mecanismos de geragdo do
plasma (GADRI et al., 2000). Apenas desta forma, a busca do agente esterilizante
ideal, de alta eficacia, atividade rapida, alta penetrabilidade e compatibilidade,
atoxico e que seja custo-efetivo podera vir a ser de fato bem sucedida, com

respostas acima de tudo pautadas no conhecimento cientifico (RUTALA et al., 1996).
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2.5 Materiais Poliméricos

O nascimento da Ciéncia dos polimeros decorre do resultado de estudos
realizados em grandes laboratérios industriais e o descobrimento dessas
substancias representa uma das grandes contribuicbes da quimica para o
desenvolvimento industrial do século XX. Polimeros sdo moléculas de cadeia longa
de alto peso molecular, frequentemente medido em centenas de milhares
(SPERLING, 2006). Por esta razao, o termo “macromoléculas” é frequentemente
usado para se referir aos materiais poliméricos. Estes sao formados por longas
cadeias de unidades quimicas denominadas “meros” ligadas por covaléncia a partir
de interagdes intra e intermoleculares. A quantidade média de meros existentes em
uma molécula (tamanho médio da cadeia) € representada pelo grau de
polimerizagdo (MANO; MENDES, 1999; CANEVAROLO Jr., 2004; SPERLING,
2006).

Na grande maioria dos polimeros industrializados, o peso molecular se
encontra entre 10* e 10° sendo que muitos sdo considerados materiais de
engenharia. Em alguns produtos de origem natural, o peso molecular pode atingir
valores muito altos como na celulose (300.000 — 500.000) ou superiores. Todos 0s
polimeros apresentam longos segmentos moleculares, de dimensdes entre 100 e
100.000 A, os quais propiciam enlacamentos e emaranhamentos, alterando o
espaco vazio entre as cadeias (volume livre) (MANO; MENDES, 1999;
CANEVAROLO Jr., 2004). Com a mudanga da temperatura, os movimentos desses
segmentos sdo modificados, alterando a flexibilidade do material (SPERLING, 2006).

Monb6meros sado micromoléculas ou subunidades dos polimeros que
apresentam alta susceptibilidade para reagir e formar polimeros. A composi¢cao
centesimal do polimero pode ser similar a dos mondémeros, ou diferente, na
dependéncia do tipo de reagdo que promoveu a interligagdo dos meros para formar a
cadeia polimérica. Esta reacao, por sua vez, é denominada de polimerizagao, sendo
que o0s mecanismos podem ser classificados em: adigdo (em cadeia) ou
condensagao (por etapas) (MANO; MENDES, 1999; CANEVAROLO Jr., 2004;
SPERLING, 2006).
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As propriedades especiais de moléculas muito grandes comegam a surgir a
partir de peso molecular da ordem de 1.000 a 1.500, tornando-se mais evidentes na
medida em que ocorre 0 aumento do peso molecular. (MANO; MENDES, 1999;
CANEVAROLO Jr., 2004).

Quanto aos tipos de cadeias os polimeros podem se apresentar sem
ramificacbes, admitindo conformacdo em zigue-zague (polimeros lineares) ou
ramificados com diversos niveis de complexidade. Adicionalmente, ainda podem
exibir cadeias com ligacées cruzadas formando polimeros reticulados. Como
consequéncias imediatas, surgem propriedades diferenciadas decorrentes de cada
tipo de cadeia, especialmente com relagéao a fusibilidade e solubilidade. A formagéo
de ligagdes cruzadas promove grande interagdo entre as cadeias, impedindo seu
deslizamento umas sobre as outras, aumentando a resisténcia mecanica e tornando
o polimero insoluvel e infusivel (MANO; MENDES, 1999; CANEVAROLO Jr., 2004).

A nomenclatura dos polimeros é prevista segundo as regras do Comité de
Nomenclatura da International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC). O
principio geral para nomear polimeros é a utilizacdo do prefixo ‘poli”, seguido da
Unidade Estrutural Repetitiva (UER) entre paréntesis, por exemplo, poli(tio-1,4-
fenileno). Outras classificagbes tornaram-se comuns ou popularizadas (origem,
niamero de monémeros envolvidos, método de preparacao, estrutura quimica da
cadeia, tipo de encadeamento, configuracdo dos atomos, taticidade da cadeia,
fusibilidade e/ou solubilidade, comportamento mecéanico), tendo em vista que as
normas da IUPAC s6 foram preconizadas em 1952 (SPERLING, 2006).

Destaca-se também a importdncia das caracteristicas moleculares do
monbémero para que seja possivel uma expectativa fundamentada quanto as
propriedades e desempenho do material polimérico dele resultante sendo, portanto,
necessario o conhecimento da estrutura quimica dos mondémeros, 0 processo de
preparagdo do polimero e a técnica escolhida para essa preparacdo. As
propriedades serao, entdo, determinadas pela composicdo quimica, constituicao,
configuracdo e conformacao das moléculas do polimero (MANO; MENDES, 1999;
CANEVAROLO Jr., 2004).

Os polimeros podem também existir no estado amorfo ou cristalino, sendo

que a grande maioria se apresenta parcialmente nos dois estados. No estado amorfo
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ocorre uma disposi¢cdo desordenada das moléculas e, no cristalino, uma ordenagao
tridimensional, ou seja, existe cristalinidade. Na preparagéo dos polimeros, quando
sua massa quente e viscosa € resfriada sem interferéncias de forcas externas
ocorre, primeiramente, a formacdo de cristalitos, em maior ou menor grau,
dependendo da estrutura do polimero. Invertendo-se o processo, ao elevar-se
progressivamente a temperatura da massa polimérica resfriada, passa-se primeiro
por uma transicdo de pseudo-segunda ordem, chamada de “temperatura de
transicao vitrea” (Tg), a partir da qual as regibes amorfas readquirem
progressivamente sua mobilidade. Prosseguindo-se o aquecimento, passa-se para
uma transicao de primeira ordem denominada “temperatura de fusao cristalina” (Tm),
acima da qual o polimero estara no estado viscoso e adequado para a moldagem de
artefatos (MANO; MENDES, 1999; CANEVAROLO Jr., 2004). Citam-se como
processos de transformacao de composicdes moldaveis em artefatos de borracha,
plastico e fibras: o vazamento, a fiagdo por fusdo, a compressao, a injecao, a
calandragem, a extrus&o, o sopro, a termoformacéo, a fiagdo seca, a fiagdo umida e
a imersao (MANO; MENDES, 1999).

Ampliacdes da faixa de aplicacdo dos materiais poliméricos tornam-se
possivel devido a sintese de novos polimeros (com estrutura quimica diferenciada) e
pela modificagdo de polimeros ja existentes. Neste ultimo caso, tém-se os
copolimeros, as misturas poliméricas e os compésitos. Os aditivos tém exercido
papel fundamental na alteracdo de importantes propriedades finais dos polimeros
originais, onde, através da escolha e dosagem adequadas dos componentes, €
possivel a obtencdo de materiais poliméricos feitos sob medida para aplicagdes
especificas, como os polimeros usados para aplicagbes médicas ou ainda conferir
estabilidade ao material durante o préprio processamento ou esterilizacdo (MANO;
MENDES, 1999; RABELLO, 2000).

As alteragdes poliméricas sejam conformacionais, mecéanicas ou funcionais
tém merecido atencdo, uma vez que podem comprometer direta ou indiretamente o
uso de produtos médico-hospitalares (STROBEL et al., 1995; KACZMAREK et al.,
2002; AOUTINI, 2003; BORCIA et al., 2004; BORCIA et al., 2004a; SVORCIK et al.,
2006; TAJIMA; KOMVOPOULOS, 2006). E fundamental, portanto, que seja
estudada a compatibilidade entre os processos envolvendo os sistemas de
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esterilizacdo por plasma e os polimeros de diversas naturezas, pesquisando
quaisquer modificagdes que limitem a utilizagdo destes apds seu processamento.

Processos comercialmente disponiveis, como plasma de &cido peracético
(Plazlyte™) e peréxido de hidrogénio (Sterrad®) sdo apresentados pelos fabricantes
como compativeis com ampla variedade de materiais, incluindo os termossensiveis.
Entretanto, estudos que, de fato, comprovem a eficacia e eficiéncia de ambos os
métodos, ainda sdo escassos. Ademais, ambos o0s sistemas empregam fortes
agentes oxidantes. Desta forma, é de suma importdncia atentar quanto a
possibilidade de alteragbes em materiais diversos como efeito indireto desses
processos.

O emprego de processos de plasma como promotor de modificacdo em
materiais sdo amplamente desenvolvidos no ambito das Engenharias,
particularmente,  modificando  superficies  soOlidas via mecanismo de
bombardeamento, erosao e reagdes de deposicao de particulas (filmes finos), bem
como na esterilizacdo envolvendo polimeros semicondutores (LEROUGE et al.,
2002), litografia de alta resolugdo, fotopolimerizacdo (deposicdo de camadas
superficiais para fins protetores) e remogao a seco de compostos organicos aderidos
a superficies (KACZMAREK et al., 2002).

Pecas ortopédicas constituidas de polietiieno de altissima densidade
(UHMWPE) foram submetidas aos efeitos do plasma de peréxido de hidrogénio
(Sterrad®) e radiagdo ionizante, comparativamente, tendo sido avaliados danos
superficiais (nivel de oxidagao), bem como alteragbes nas propriedades mecanicas
do material. Foram encontrados niveis de oxidagdo comparados as amostras
controle para o tratamento com plasma. Entretanto, as propriedades mecanicas nao
foram afetadas de forma significante quando comparadas ao tratamento com
radiacao ionizante, o que levou a conclusdo de promissora compatibilidade do
processo por plasma com este tipo de polimero em particular (GOLDMAN; PRUITT,
1998).

Materiais médicos de fixagdo interna (pinos) constituidos de polimeros
prolactideos foram submetidos a processos empregando plasma de naturezas
distintas (Ar, N2, O e CO,), sendo avaliadas as caracteristicas de esterilidade,
propriedades mecanicas e estabilidade molecular. Sob as condigdes testadas, foram
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obtidos resultados insatisfatérios com relagao a esterilidade das amostras, ndo tendo
sido observada interferéncia significativa com relagdo as propriedades mecanicas,
peso molecular, polidispersao, cristalinidade e temperatura de fusdo. Entretanto, a
Microscopia Eletronica de Varredura evidenciou formagédo de rachaduras
semelhantes a “teias de aranha” quando o plasma atingiu particulas aderidas ao
material, tendo também a superficie se tornado mais lisa comparativamente as
pecas controle (GOGOLEWSKI et al., 1996).

Em estudo realizado por Lerouge e colaboradores (2002) com biomateriais
foram submetidos tubos e filmes de poli(cloreto de vinila) (PVC), cateteres de
poliuretano (PUR) e tubos de polietileno de baixa densidade (LDPE) a sucessivos
ciclos esterilizantes, empregando os processos Plazlyte™ e Sterrad®, sob condigées
pré-definidas pelos fabricantes. Modificagbes substanciais foram observadas em
todos os polimeros estudados, tendo sido a intensidade das altera¢des proporcional
ao numero de ciclos processados. Espectroscopia Eletrénica de Raios X (XPS),
medida de Angulo de Contato (DCA) e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
apontaram, respectivamente, oxidacdo de superficie, mudangas na caracteristica de
molhabilidade e drasticas alteracées superficiais em todos os polimeros, sendo esta
Ultima mais intensa com relagao ao PVC.

Adicionalmente, questao importante se refere ao comportamento diferente
apresentado por polimeros idénticos possuindo forma distinta (exemplos: tubos e
filmes de PVC) quando submetidos a processos esterilizantes por plasma. Os
resultados evidenciaram a importancia de se considerar as diferencas relativas ao
processo de producdo, concentracao e natureza dos aditivos usados na formulacao
do polimero. Estas questées apontam também para o fato de que a composicao
genérica de um determinado polimero ¢é insuficiente no julgamento sobre a
seguranca de esterilidade para itens de conformacgédo distinta (LEROUGE et al.,
2002).
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2.5.1 Espectro de Aplicacoes

Desde a Il Guerra Mundial tem havido grande expansdo da industria de
polimeros e produtos plasticos, adotando-se novos usos e tecnologias para estes
materiais em velocidade surpreendente. Rapidamente, os polimeros tém substituido
materiais tradicionais como os metais, o vidro e a madeira nos mais diversos campos
de aplicagdo, incluindo industrias automobilistica, alimenticia, eletroeletrdnica,
construcdo civil e em produtos especiais, como aqueles destinados a aplicacbes
médicas (RABELLO, 2000).

A Tabela 5 apresenta um histérico da comercializagdo dos polimeros
sintéticos (SPERLING, 2006).

Tabela 5 — Comercializacao de materiais poliméricos sintéticos.

Ano Polimero Produtor
1909 Poly(phenol-co—formaldehyde) General Bakelite Corporation
1927 Poly(vinyl chloride) B.F. Goodrich

1929 Poly(styrene—stat-butadiene) I.G. Farben

1930 Polystyrene I.G. Farben/Dow

1936 Poly(methyl methacrylate) Rohm and Haas

1936 Nylon 66 (Polyamide 66) DuPont

1936 Neoprene (chloroprene) DuPont

1939 Polyethylene ICI

1943 Poly(dimethylsiloxane) Dow Corning

1954 Poly(ethylene terephthalate) ICI

1960 Poly(p-phenylene terephthalamide) DuPont

1982 Polyetherimide GEC

A utilizacao dos materiais poliméricos tem alcancado distintas areas da Saude
como: biomateriais, bioengenharia, engenharia biomédica e de tecidos,
biotecnologia, biomecéanica, medicina regenerativa e farmacéutica (sistema de

liberagéao controlada de farmacos).
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Grande parte dos “materiais de uso em Saude” sdo enquadrados pela
ANVISA como biomateriais (materiais naturais ou sintéticos, sélidos ou liquidos
utilizados em dispositivos médicos ou em contato com sistemas biolégicos), sendo:
proteses, implantes, lentes de contato, cateteres, tubos de circulagdo extra-corpérea
entre outros. Estes materiais, por sua vez, também podem ser definidos com “parte
de um sistema que trata, aumenta ou substitui qualquer tecido, érgao ou fungédo do
corpo” (HELMUS; TWEDEN, 1995).

Os biomateriais compreendem um grupo importante dos mais de 300.000
produtos para uso na area da Saude e aqueles de natureza polimérica apresentam
amplo espectro de aplicacdo (Tabela 6) (ROSATO, 1983). Os requisitos de
estabilidade, atoxicidade e auséncia de degradagdo em produtos toxicos, assim
como as questdes de adequagdo em conjunto com a aplicacdo especifica,
originaram o emprego do termo biocompatibilidade na area de biomateriais (PINTO;
GRAZIANO, 2000; KATZ, 2001).

Tabela 6 — Aplicacdes clinicas e tipos de polimeros empregados na medicina
(RATNER et al., 2004).

Aplicacao Clinica Polimero
Ouvido ou partes do ouvido Acrilico, polietileno, silicone, PVC
Dentaduras Acrilico, UHMWPE, epoxy
Protese facial Acrilico, PVC, PUR
Tubo traqueal Acrilico, silicone, nylon
Coragao e componentes do coragao Poliester, silicone, PVC
Marcapasso Polietileno, acetal
Pulmao, joelho e partes do figado Poliester, polialdeido, PVC
Segmento esofagico Polietileno, polipropileno, PVC
Valvulas sanguineas PVC, poliester
Suturas biodegradaveis PUR
Segmento gastrointestinal Silicones, PVC, nylon
Articulagdes dos dedos Silicone, UHMWPE
Ossos ¢ articulagdes Acrilico, nylon, silicone, PUR, PP, UHMWPE
Articulacdes do joelho Polietileno

Legenda: PVC: poli(cloreto de vinila)
PUR: poliuretano
PP: polipropileno
UHMWPE: polietileno de altissima densidade
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O progresso nesta area tem crescido desde entdo, em parte devido a
necessidade de atendimento as situacées nao acomodadas pelo transplante
autégeno e, concomitantemente, pelos desenvolvimentos tecnolégicos.
Adicionalmente, tal situacdo impulsionou o desenvolvimento de materiais que
possuam caracteristicas funcionais, mecéanicas e de biocompatibilidade adequada
(PINTO; GRAZIANO, 2000). Portanto, € necessario que tais materiais tenham
garantidos seu emprego seguro e eficaz, tendo em vista o papel que devem
desempenhar (KATZ, 2001).

2.5.2 Obtencao e Caracteristicas

2.5.2.1 Poli(cloreto de vinila) - PVC

O poli(cloreto de vinila) € um dos polimeros de menor custo disponiveis para
a fabricacdo de produtos médico-hospitalares. Dentre os itens comercializados se
destacam: tubos endotraqueais, tubos de traqueostomia, tubos de dialise, tubos de
transfusdo de sangue, bolsas de sangue e outros (RATNER et al., 2004).

Com relagéo as principais caracteristicas deste polimero termoplastico, citam-
se as propriedades mecénicas, elevada resisténcia a chama e 6tima capacidade
para receber grandes quantidades de aditivos, podendo ser plastificavel em ampla
faixa. A poliadicdo é o principal método de obtencao do polimero (MANO; MENDES,
1999).

AlteracOes incorporadas na estrutura polimérica, como os aditivos, se refletem
em propriedades mecanicas mais adequadas para aplicacdes especificas
(JAYABALAN, 1995; RABELLO, 2000, RATNER et al., 2004). Dentre os mais
empregados para PVC estéo: estabilizantes, espumantes, anti-estaticos, agentes de
expansao, reticulantes, modificadores de impacto, nucleantes, doadores de cargas e,
principalmente, lubrificantes e plastificantes como o dioctilftalato (DOP) (RABELLO,
2000). A Figura 23 mostra um desenho esquematico do método de sintese para a
obtencao de PVC.
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Catalisador
nCH, = CH » +CH,—CHyn
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cloreto de vinila cloreto de polivinila

Figura 23 — Desenho esquemdtico do método de sintese para obtencdo de
poli(cloreto de vinila).

Estudo envolvendo a exposicdo do PVC em sistema de plasma de pressao
atmosférica gerado por aplicacdo de RF foi realizado por Kaczmarek e
colaboradores. Filmes com 20um de espessura foram expostos e testados quanto a
mudanca de superficie envolvendo a caracteristica de molhabilidade (propriedade
que um material liquido tem em se espalhar sobre a superficie de um sélido
promovendo contato intimo entre ambos) (KACZMAREK et al., 2002).

2.5.2.2 Polietileno de Alta Densidade — PEAD

O Polietileno de Alta Densidade (PEAD) ou High Density Polyetilene (HDPE)
foi introduzido inicialmente na década de 50 e atualmente é o quarto termoplastico
mais vendido e a segunda resina mais reciclada no mundo. Com relacdo as
principais caracteristicas deste polimero termoplastico, citam-se as moderadas
propriedades mecanicas e excelente resisténcia quimica (MANO; MENDES, 1999).

Entre os aditivos mais empregados para o PEAD estao: estabilizantes, anti-
estaticos, lubrificantes, agentes de expansao, espumantes, pigmentos, nucleantes,
doador de cargas e reticulantes. A poliadicdo é o principal método de obtencao deste
polimero (RABELLO, 2000). A Figura 24 mostra um desenho esquematico do
método de sintese para a obtencé&o de PEAD.
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Figura 24 — Desenho esquematico do método de sintese para obtencao de
polietileno de alta densidade.

Pesquisa envolvendo a exposicao de pellets de PEAD em sistema de plasma
ICP foi realizada por Tajima e Komvopoulos, a fim de elucidar o grau de modificacao
topografico das superficies expostas, bem como a mudanga na propriedade de
molhabilidade do polimero (TAJIMA; KOMVOPOULQOS, 2006). Borcia e
colaboradores (2004) trabalharam com exposicao de filmes de PEAD sob plasma de
pressao atmosférica de barreira dielétrica, com o objetivo de estudar a extensdo da
modificagdo das camadas superficiais envolvendo a rugosidade, molhabilidade e
adesividade do polimero. Seguindo esta mesma tendéncia, trabalho de Svorcik e
colaboradores (2006) submeteram folhas de PEAD de 40um de espessura sob
plasma de gés arg6nio, tendo verificado aumento significativo na rugosidade
superficial do polimero.

2.5.2.3 Polipropileno — PP

Com a utilizacdo comercial da polimerizacdo coordenada, em 1957, este
polimero tornou-se por décadas um dos principais plasticos comercializados,
alcancando a cifra de 4.0 bilhdes de libras, a US$ 0.40 por libra, em 1982
(BILLMEYER Jr., 1984).

Entre as propriedades que caracterizam este polimero termoplastico,
destacam-se: elevada cristalinidade, moderadas propriedades mecanicas, excelente
resisténcia quimica (MANO; MENDES, 1999) e quanto a taticidade (forma de
distribuicao de grupamentos quimicos ao longo de uma cadeia) podem se apresentar
como isotaticos, sindiotatico ou atatico (BILLMEYER Jr., 1984). Os aditivos mais
comumente empregados para o PP sdo: reticulantes, nucleantes, anti-estéticos,
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espumantes e modificadores de impacto, sendo a poliadicdo o principal método de
obtengcdo do polimero (RABELLO, 2000). A Figura 25 mostra um desenho
esquematico do método de sintese para obtengao de PP.
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Figura 25 — Desenho esquematico do método de sintese para obtencdo de
polipropileno.

Filmes de PP de 100pm de espessura foram expostos sob plasma de COz2
gerado em poténcia de micro-ondas sob distintas condicbes de parametros de
processo. A intencao foi estudar a extensao da modificacao topografica superficial e
a alteragao na sua rugosidade e energia de superficie (AOUTINI et al., 2003). Outros
sistemas de plasma também foram usados para avaliar a extensdo da modificacao
superficial em filmes de PP de 40um, tendo sido usados plasma com sistema
corona, sistema de chama e plasma remoto gerado por poténcia de micro-ondas
(STROBEL et al.,, 1995). Em ambas as pesquisas foram verificadas modificagdes
importantes através do uso adequado de métodos de caracterizacao de superficie.

2.5.2.4 Poliuretano — PUR

Elastbmeros de poliuretano sao produzidos através de diferentes etapas,
sendo formados quando um alcool (diol) reage com um isocianato. Também pode
ser chamado de carbamato porque, formalmente, este € um éster de um alcool
(ROH) e um acido carbamico (R’'NHCO.H) (BILLMEYER Jr., 1984).

Com relacdo as principais caracteristicas deste polimero termoplastico ou
termorrigido, podem ser citadas a alta resisténcia a abrasao, a 6leos e solventes e
ao rasgamento, bem como sua versatilidade (na dependéncia dos mondémeros e do
catalizador) (BILLMEYER Jr., 1984; MANO; MENDES, 1999). Entre os aditivos mais
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empregados para o PUR estdo agentes de expansao, pigmentos, e espumantes. A
policondensacdo € o principal método de obtengcdo deste polimero (RABELLO,
2000). A Figura 26 mostra um desenho esquematico do método de sintese para a
obtencao de PUR.
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Figura 26 — Desenho esquematico do método de sintese para obtencao de
poliuretano.

Amostras de poliuretanos biodegradaveis contendo segmentos hidrofilicos
poli(6xido de etileno) e hidrofdbicos poli(caprolactona) foram expostos em sistemas
de plasma usando H>O., O,, CO,, e NHjs. Para caracterizacdo das superficies
expostas, dentre outras técnicas foi usada a Perfilometria, que evidenciou aumento
na Rugosidade média (Ra) para a exposicdo ao H»O,, bem como diminuicao,
variando conforme o tipo de géas utilizado. Para alguns casos, o valor chegou a ser
200% maior do que a rugosidade inicial comparativamente aos polimeros nao
expostos. Entretanto, os motivos para tal variagdo foram duvidosos, levando os
autores a sugerirem estudos adicionais (GORNA; GOGOLEWSKI, 2003).
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2.5.2.5 Policarbonato — PC

Este polimero termoplastico, também conhecido como poli(bisfenol carbonato
A), apresenta como principais caracteristicas a excelente propriedade mecénica, alta
resisténcia ao impacto, estabilidade dimensional, resisténcia as intempéries e a
chama (MANO; MENDES, 1999). Entre os aditivos mais empregados para o PC
estao os nucleantes, sendo a poliadigdo o principal método de obtencao do polimero
(RABELLO, 2000). A Figura 27 mostra um desenho esquematico de PC em uma de

suas denominacgdes comerciais, o Lexan® (General Electric).

Grupo Carbonato

0 CH, 0 CH, 0
1 | | | |
--0-c-0-O) c-O) 0-c-0) <) 0-c-0—-
| |
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Figura 27 — Desenho esquematico de policarbonato em uma de suas denominacdes
comerciais, o Lexan®.

Borcia e colaboradores (2004a) trabalharam com exposi¢céo de filmes de PC
sob plasma de pressao atmosférica de barreira dielétrica a fim de estudar a extensao
da modificacdo das camadas superficiais envolvendo a rugosidade e a energia de
superficie do polimero. Foram evidenciadas modificagbes superficiais variaveis na

dependéncia dos parametros adotados.
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2.5.3 Aspectos Regulatérios de Produtos para Saude (Correlatos)

Os fabricantes de diferentes materiais poliméricos, com distintas formula¢des
e aditivos, diversificam especificacoes e descricdes responsaveis pelo desempenho
e estabilidade dos termoplasticos usados na fabricacdo de produtos médico-
hospitalares. Entre os polimeros mais frequentemente utilizados na manufatura
destes itens estao: PVC, PC, PP, PUR, PE, PS e poliéster (JAYABALAN, 1995).

Na manufatura de produtos médico-hospitalares sdo descritos os requisitos
basicos com relacdo as condigdes de Boas Praticas de Fabricacao para estes itens.
Considerando a diversidade de produtos, tém-se a classificacdo de riscos em trés

categorias distintas: Classe 1 (Baixo), Classe 2 (Médio) e Classe 3 (Alto).

A primeira classe se refere aos produtos médicos que, por dispensarem o
emprego de procedimentos, técnicas especiais de producdo e cuidados ou
precaucdes em seu uso ou aplicacao, representam baixo risco intrinseco a saude de
seus usuarios, seja paciente ou operador (ex.: gaze nao estéril). A segunda
categoria dispde sobre produtos médicos que necessitam de cuidados ou
precaucdes em seu uso ou aplicacao (ex.: todos os equipamentos de apoio médico-
hospitalar utilizados para esterilizagdo de outros produtos médicos). Por fim, a
terceira se refere aos produtos que por necessitarem de técnicas e cuidados
especiais de producao, bem como precauc¢des em seu uso e aplicacao, representam
alto risco intrinseco a saude de seus usuarios (ex.: todos os produtos invasivos em

longo prazo e artigos implantaveis) (BRASIL, 1994).

Somente empresas nacionais, fabricantes ou importadoras podem registrar
produtos para a satide na ANVISA. E necessaria que a documentagdo contemple o
atendimento a alguns requisitos por parte do fabricante, como a descrigcdao detalhada
do produto, conteudo, composigcao, indicacdo e finalidade de uso, precaucgoes,
restricbes, adverténcias, cuidados especiais, condicdbes de armazenamento e
transporte, descricdo detalhada das etapas de processamento até obtencdo do
produto acabado e descricao de eficacia e seguranca do produto (BRASIL, 2001).

Apesar da extensa utilizacdo de produtos médico-hospitalares fabricados com
polimeros, a legislagdo brasileira ndo descreve detalhadamente os aspectos

pertinentes ao processamento e controle de qualidade dos mesmos. Alguns dados
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detalhados estao disponiveis para o PVC, especificamente, para sua utilizacdo na
fabricacdo de bolsas plasticas para o acondicionamento de sangue humano e seus
componentes. Estdo descritas informagdes como condigdes de fabricagao,
impressao, composicdo de solugdo preservadora (anticoagulante) permitida,
esterilizacao, acondicionamento, rotulagem, requisitos para os acessoérios e outros.
Com relacdo a inclusdo de aditivos, ressalta-se a auséncia de corantes ou
pigmentos, limites para o principal aditivo dioctilftalato (DOP) e limites para
determinados ions e metais (BRASIL, 1988). Tal omissao justifica-se pelo elevado
nuamero de inovagdes sob sigilo de patentes que ocorrem para polimeros inovadores
dimensionados para aplicacées especificas.

2.5.4 Biocompatibilidade de Polimeros

Distintas informagdes podem ser obtidas na avaliagdo do comportamento da
superficie e da massa interna (bulk) dos polimeros, na dependéncia dos métodos
escolhidos para estes estudos.

Para a escolha do método, diferentes fatores devem se avaliados, tais como:
a) natureza da avaliagdo requerida; b) extensao e profundidade da area analisada; c)
tipo de interagédo entre a técnica e a superficie a ser analisada; d) adequacéao entre
amostra e metodologia escolhida; e) preparacdao da amostra; f) limitagdes impostas
pela superficie do polimero analisado; g) precisdo e exatiddo do método; h)
facilidade de uso; i) custo e j) disponibilidade do equipamento/instrumental
necessario. Ademais, ressalta-se que as vantagens e desvantagens encontradas em
cada método podem influenciar o emprego, concomitantemente, de outras
tecnologias. Desta forma, os métodos bioldgicos sdo de extrema importancia na
avaliacao com o objetivo de se empregar um polimero como biomaterial. Portanto,
devem ser adequadamente dimensionados para complementar um amplo estudo
sobre o comportamento desses materiais, principalmente, tendo em vista que
alteragOes superficiais interferem diretamente na biocompatibilidade de polimeros
(STROBEL et al., 1995; KACZMAREK et al., 2002; AOUTINI, 2003; BORCIA et al.,
2004; BORCIA et al.,, 2004a; SVORCIK et al., 2006; TAJIMA; KOMVOPOULOQOS,
2006).
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Dentre as técnicas adequadas para proporcionar estudo abrangente, citam-se
métodos  espectroscopicos, microscopicos, termodinamicos e  outros
complementares, como métodos bioldgicos (MERRET et al., 2002; USP 29, 2006).
Os métodos de andlise empregados no presente trabalho foram: Espectroscopia
Fotoacustica no Infravermelho com Transformadas de Fourier (PAS-FTIR),
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Perfilometria, microanalise em sistema
Energy Dispersive Spectroscopy (EDS) e citotoxicidade “in vitro” pelo método

biolégico de Difusdo em Agar.

2.6. Analises de Materiais Poliméricos

2.6.1 Espectroscopia Fotoacustica no Infravermelho com Transformadas de
Fourier (PAS-FTIR)

O séc. XX foi marcado pelas notaveis contribuicbes dos métodos que
empregam tecnologias de espectroscopia para o estado da arte da fisica atdmica e

molecular, da quimica e da biologia molecular.

A espectroscopia pode ser definida como um método fisico de determinagao
da estrutura molecular de um composto e se baseia no estudo da interagdo da
radiacdo eletromagnética com a matéria, seja por absorcdo, emissdao ou

espalhamento da radiagéo, originando sinais denominados espectros.

A obtencdo de espectros pode ser realizada de modos diferentes, onde os
mais utilizados para o estudo de polimeros sdo: Transmissdo ou Absorcéo,
Reflectancia Total Atenuada (ATR), Reflectancia Difusa (DRIFTS), Reflectancia

Especular, Microscopia no Infravermelho e Fotoacustico no Infravermelho (PAS).

O efeito fotoacustico foi descoberto por Alexander Graham Bell em 1880, mas
sua aplicacao pratica so6 foi desenvolvida entre 1970 e 1980. Bell mostrou que um
sinal audivel pode ser obtido diretamente ao interromper rapidamente um raio de luz
com um disco rotativo dotado de fendas. O raio pode ser focalizado sobre o selénio
ou qualquer solido sob a forma de diafragmas conectados a um sistema de audicao.
Ele demonstrou que o efeito fotoacustico baseou-se na absorgéo de luz e que o sinal

resultante foi proporcional a intensidade da luz incidente. Como suas investigagbes
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basearam-se no uso da audigdo como mecanismo detector, poucos projetos
envolveram esse método, até que equipamentos adequados foram desenvolvidos
nos anos 70 (CIURCZAK, 1999).

A espectroscopia vibracional (Infravermelho) configura ferramenta poderosa
na identificacdo, determinacdo de grupos funcionais e estudos conformacionais e
estruturais de polimeros, permitindo a obtencao do espectro vibracional completo da
molécula (KAWANO, 2004). As moléculas apresentam vibragées normais que
podem ser do tipo estiramento de ligagdo, deformagédo angular e tor¢ao. A vibragéao
normal de estiramento pode ser do tipo simétrico, anti-simétrico, degenerado, em
fase, fora de fase e pulsagdo ou respiracdo de anel. Ja a vibracdo normal de
deformagdo angular pode ser do tipo simétrico, wagging, twisting, rocking,
degenerado, no plano, fora do plano, deformacdo de anel e torcdo (KAWANO,
2004).

Em um espectro vibracional, além das bandas fundamentais, podem ser
identificadas as do tipo combinagdées por soma ou por diferengca e as bandas
harmdnicas (multiplos de uma banda fundamental). Na regido de frequéncias baixas
(< 500 cm™) podem aparecer bandas de tor¢do, bandas de modo de rede (devido
aos movimentos de uma cadeia em relagdo a outras) e bandas devidas ao modo
acustico (vibracao de cristais). Além disso, algumas bandas poderdo apresentar-se
desdobradas devido a existéncia de vibragdes normais, fundamentais em fase e fora
de fase de grupos adjacentes, numa cadeia ou entre duas vibragdes normais de
cadeias proximas, no interior de uma célula unitaria. Assim, as frequéncias
vibracionais de uma molécula dependem da natureza do movimento, massa dos
atomos, geometria da molécula, natureza das ligacbes quimicas e ambiente
fisico/quimico (KAWANO, 2004). A Espectroscopia de Absor¢do no Infravermelho
(IR) pode ser dividida em trés regides distintas: IR afastado (10 — 400 cm™), IR
médio (400 — 4.000 cm™) e IR préximo (4.000 — 12.820 cm™). A maior parte dos
estudos em IR referem-se a regido média, onde se localizam as frequéncias
vibracionais fundamentais, sendo que a regido que compreende frequéncia entre
400 e 1800 cm™ é conhecida como regido da impressao digital, pois é nesta regido
que aparece a maior parte das frequéncias vibracionais fundamentais (KAWANO,
2004).
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O PAS-FTIR é um método indireto para se obter o espectro vibracional no IR,
ou seja, a radiacdo IR modulada incidente € absorvida pela amostra até uma
profundidade especifica. A energia absorvida € convertida em energia térmica por
um processo de relaxagdo ndo radioativo e, devido a modulagcdo da radiagéo IR,
cria-se uma flutuacao térmica periédica que se difunde até a superficie da amostra,
onde é gerada uma onda de pressao sonora na interface amostra/gas (hélio gasoso).
Esta, por sua vez, é detectada por um microfone de alta sensibilidade que converte a
onda sonora em sinal elétrico, o qual é finalmente amplificado e conectado ao
circuito eletrénico do equipamento (CAHEN, 1980; CIURCZAK, 1999). O sinal
detectado pelo microfone versus a diferenca do caminho Optico resulta num
interferograma que, pela aplicacdo da transformada de Fourier, da origem a um
espectro IR (KAWANO, 2004).

As principais vantagens desta metodologia se constituem na facilidade de
obtencado dos espectros com pequenas quantidades de material, ndo destrutiva, facil
utilizacao e baixa sensibilidade a morfologia da amostra, podendo esta se apresentar
na forma sélida, liquida ou gasosa. A técnica também apresenta importancia em
estudos de diferentes naturezas como: nivel de penetracao de aditivos em polimeros
(YANG et al., 1987; SOWA et al.,, 1996), padrao de adesdo de compostos em
superficies induzida por radiacao (YUE-E et al., 1999), caracterizagdo do perfil de
profundidade na adesdo de camadas de coberturas comestiveis e microrganismos
em superficie de frutas (YANG et al., 2001).

Na determinacdo da orientacdo molecular de filmes de poli(tereftalato de
etileno) (PET) foi empregada a técnica de PAS-FTIR comparativamente a ATR-FTIR.
Foram obtidos dois espectros que se complementam, sendo que a primeira técnica
evidenciou bandas diferenciadas que somente ficaram evidentes devido a
profundidade alcancada pela técnica fotoacustica (KRISHNAN et al.,, 1982). A
complementacdo das informagbes obtidas por técnicas de caracterizacdo de
polimeros foi evidenciada também entre a Espectroscopia Fotoacustica (PAS-FTIR)
e Espectroscopia Fotoeletronica de Raios X (XPS) na avaliacdo dos efeitos
decorrentes de processo de corrosdo aplicado a dioxido de silicio (silica)
(GARDELLA et al., 1983). A capacidade da metodologia PAS-FTIR em atingir
diferentes niveis de profundidade de materiais foi avaliada por Yang em experimento
envolvendo a distribuicdo de produtos de degradagao em nivel superficial e profundo
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de amostras de fibras de PP e algodao tratadas quimicamente com composto
antichamas (YANG, 1992).

Trabalho de Ryczkowski e Pasieczna (2003) descreve a excelente
aplicabilidade do PAS-FTIR em conjunto com a espectroscopia Raman na atribuicao
de bandas bem definidas e fundamentais para caracterizagdo de superficies
poliméricas submetidas a distintos processos de tratamento como
homopolimerizagdo de hidroxipropil-metacrilato, fotoxidagédo de copolimero estireno-
isopreno e fotoxidacao de filmes poli-octenameros.

2.6.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O primeiro microscopico eletrénico de varredura foi descrito e desenvolvido
por Zworynkin e colaboradores em 1942 usando trés lentes eletrostaticas e bobinas
eletromagnéticas (MICHLER, 2008)

A técnica de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) ou Scanning Electron
Microscopy (SEM) tem sido muito utilizada em conjunto com outras técnicas de
caracterizagdo de polimeros e outros materiais, fornecendo informacoes valiosas a
respeito do aspecto visual de inumeros tipos de superficies e subsidios na
investigacao do seu comportamento frente a situagdes de distintas naturezas, como
efeitos fisicos e morfoldgicos decorrentes de diferenciados processos de tratamento
de superficies (BORCIA et al., 2004; CLODE, 2006; SVORCIK et al., 2006).

A MEV tem encontrado vasta aplicabilidade no estudo da superficie polimérica
e também na resposta celular aos biomateriais. Esta técnica faz uso de um feixe
primario de elétrons capaz de interagir com a amostra de interesse, em ambiente de
vacuo, resultando em diferentes tipos de ondas eletrénicas e eletromagnéticas sendo
emitidas. Os elétrons secundarios ejetados a partir da amostra sdo coletados e
visualizados, resultando numa fotomicrografia de alta resolucdo (MERRET et al.,
2002). A preparacao da amostra envolve fixacao (se necessario), posicionamento no
porta-amostra metalico e cobertura da amostra com uma camada metalica de 20 a
30nm de espessura previamente a analise. O metal usado deve ser condutivo e

inclui normalmente ouro, platina ou mistura ouro/paladio. Apdés a insercdo da
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amostra, a aquisicdo das imagens é muito rapida e pode ser obtida sob varias
ordens de grandeza, podendo chegar até em 200.000 vezes (MERRET et al., 2002).

Sammons e Marquis (1997) usaram reduzida pressdo de vacuo para
possibilitar a visualizacdo de imagens provenientes de células de tecido 6sseo
aderidas em substrato polimérico sem a camada de cobertura metélica. As amostras
metalizadas com ouro, prata e carbono também foram comparadas. A qualidade das
imagens geradas demonstrou eficiéncia do procedimento, tendo sido equivalentes

ambas as amostras metalizadas e nao metalizadas.

Melhoramento adicional envolvendo a execucao da técnica analitica foi obtido
por Clode (2006), que avaliou a utilizacdo de diferentes pressdes de vacuo,
proporcionando auséncia de camada superficial de metal condutivo para possibilitar
visualizagdo das imagens, bem como incrementando aspectos relacionados a

qualidade das imagens fornecidas pelo equipamento.

Dentre as principais vantagens citam-se a possibilidade de observagdo de
amostras que liberam particulas sélidas ou gasosas sem danificar o instrumento,
observacdo de amostras n&o-condutivas, observacdo de amostras com alto
conteldo de agua sem a necessidade de prévia secagem e observacao da dinamica
de certos processos no momento em que eles ocorrem (hidratagao, desidratacao,
congelamento, aquecimento e testes de compressdo e tensdo) (MANERO et al.,
2003).

2.6.3 Perfilometria

O emprego da perfilometria tem por objetivo a medi¢do da rugosidade de uma
superficie, no qual se utiliza o contato mecanico (fisico) de um sensor com a mesma.
Desta forma, o desvio vertical deste sensor € medido em funcdo da sua posigcao
horizontal, podendo ser obtidas imagens bi-dimensionais e tri-dimensionais e

avaliacao dos valores de altura dos varios degraus (VERDONCK, 1998).

O funcionamento desse sistema engloba o posicionamento de um fragmento
da amostra numa plataforma interna de forma a permanecer num angulo de 90° em

relagcdo a agulha (sensor). O procedimento envolve também ajuste do equipamento
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para medir rugosidade de material desconhecido. Para o inicio da varredura,
permite-se o deslocamento da agulha verticalmente a amostra até que esta seja
tocada e aciona-se 0 comando para a realizagdo da varredura de Tmm. Ao final da
varredura, a agulha separa-se automaticamente da amostra, retrocedendo a sua
posicao inicial.

Os valores obtidos para a rugosidade de uma determinada superficie
representam a relagdo entre a altura medida e a distancia entre o ponto mais baixo
da ponta da agulha e o degrau da trincheira sendo, portanto, util na obtengdo do
perfil de rugosidade de uma determinada superficie polimérica (VERDONCK, 1998).

Na avaliacdo da rugosidade de diferentes bioceramicas utilizadas como
substrato para o crescimento de células derivadas de ossos humanos, a técnica de
perfilometria mostrou-se ferramenta Gtil. Tendo em vista a busca por métodos que
aumentem a biocompatibilidade de proéteses, foi verificado que o aumento da
rugosidade influenciou a biocompatibilidade das células, juntamente com as

caracteristicas quimicas de tais substratos (ZREIQAT et al., 1999).

Em estudos de processos por plasma, a técnica de perfilometria evidenciou
padroes de aumento e diminuicdo na Rugosidade média (Ra) quando foram tratadas
amostras de poliuretanos biodegradaveis, variando conforme o tipo de gés utilizado.
Para algumas amostras, o valor obtido chegou a ser 200% maior do que a
rugosidade inicial, comparativamente as amostras ndo submetidas a exposicao por
plasma. Entretanto, os motivos para tal variagdo foram duvidosos, levando os
autores a sugerirem investigagdes complementares (GORNA; GOGOLEWSKI,
2003).

2.6.4 Espectroscopia de Energia Dispersiva — Energy Dispersive Spectroscopy
(EDS)

Em adigdo a obtencéo de imagens da superficie de polimeros, o microscépio
eletrbnico de varredura pode ser acoplado em sistema Energy Dispersive
Spectroscopy (EDS) para possibilitar identificacdo e quantificacdo de elementos
quimicos da amostra.
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Considerando os polimeros como amostras a serem submetidas a esta
técnica, apresentam baixa emissividade eletrbnica, baixa condutividade térmica e
elétrica, assim como baixo conteudo de agua. Embora esta ultima caracteristica seja
desejavel sob o ponto de vista de tratamento da amostra, paradoxalmente dificulta a
estabilizacdo das ligacbes quimicas frente ao feixe eletrbnico, o que deve ser
considerado no momento do estabelecimento dos parametros relacionados a analise
(GOLDSTEIN et al., 1992).

Neste sentido, em trabalho de Themner e colaboradores (1990) foram
investigadas as modificagdes de parametros para a operagcdo do equipamento,
principalmente a variagdo da intensidade de emissdo de prétons, exercendo
influéncia direta na perda de massa da amostra analisada e na precisdo do metodo,
especialmente, em relagdo a polimeros, amostras biolégicas (tecidos) e proteinas

(gelatina).

O funcionamento do método baseia-se na interacao entre o feixe de elétrons e
a amostra que, quando é atingida, tem seus atomos excitados e que, ao voltarem ao
estado fundamental, emitem fétons com energias caracteristicas. Os foétons séo
assim identificados em termos de sua energia e contados pelo detector de raios X,
localizado no interior da cdmara de vacuo.

Desta forma, o sistema gera o espectro relativo ao niumero de contagens em
funcdo da energia (keV), identificando os elementos quimicos presentes na amostra.
Além dos espectros, o sistema realiza analise de pontos, linhas e regides definidas
sobre a imagem capturada da amostra e gera também mapa dos elementos sobre a
imagem obtida (UNIVERSIDADE DE SAO PAULO, 2006).

A microandlise pode coletar informagdes sobre possiveis mudangas na
distribuicao atémica dos polimeros, representando também recurso adicional a fim
de elucidar o grau de oxidagao das primeiras camadas superficiais expostas, através
da obtencao das concentragdes elementares das amostras em percentagem e sua
posterior razdo atémica entre oxigénio e carbono (O/C) (STROBEL et al., 1995;
LEROUGE et al., 2000a; SIDOUNI et al., 2001; AOUINTI et al., 2003; GORNA;
GOGOLEWSKI, 2003; BORCIA et al., 2004; BORCIA et al., 2004a; VINOGRADOV;
LUNK, 2005; WANG et al., 2005).
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A determinacdo quantitativa do elemento enxofre em matrizes copoliméricas
(sulfonato metalil de sédio-SMAS, sulfonato estireno de s6dio-SSS e ditiazona-DTH)
foi efetuada por MEV em sistema EDS. O método revelou-se apto a detectar
baixissimas concentragdes de elementos presentes na amostra como “tracos” (RAO;
PANDEY, 1991). Seguindo esta tendéncia, Taubert e Winey constataram que a
técnica representa poderosa ferramenta na determinagdo de tracos do elemento
s6dio em agregados e matrizes de polietilieno (acido metacrilico) (TAUBERT;
WINEY, 2002).

Modificagdo da técnica através do uso de dispositivo de derivatizagao
eletrébnica com nivel de resolugédo lateral de cerca de 1uym foi desenvolvida por
Sugiura e colaboradores (2001) para a determinagdo de grupos funcionais em
polimeros derivatizados, Nylon-6 e copolimero de etileno e carbono. Os resultados
mostraram incremento no limite de deteccao, na sensibilidade (cerca de trinta vezes
superior) e na resolucao lateral quando comparado a espectroscopia no IR,

habilitando o método para estudos de caracterizacao/degradacao polimérica.

2.6.5 Citotoxicidade “in vitro” pelo método de Difusdo em Agar

Em funcdo das possiveis alteragdes que o processo empregando plasma
possa acarretar a polimeros e biomateriais, principalmente tendo em vista a
superficie e, portanto, sua biocompatibilidade, faz-se necessaria a avaliagdo do grau
de comprometimento da seguranca bioldgica dos polimeros expostos quanto a
citotoxicidade. O método de Difusdo em Agar revela-se adequado para proceder
esta avaliacao e esta descrito em compéndios oficiais e normas internacionais (ISO,
1999; USP 29, 2006). Apresenta como vantagens: sensibilidade, facilidade na
execucgao, reprodutibilidade, baixo custo, além de atender a tendéncia mundial em

suprimir o uso de modelos animais experimentais.

Apesar da descricdo de outros testes biolégicos aplicaveis a polimeros na
USP 29, como o teste de injecdo intradérmica, teste intracutaneo e teste de implante
muscular que permitem avaliar a toxicidade dos materiais ou seus extratos, esforgos
tém sido feitos para substituir os testes empregando animais, buscando estudar a

correlacao entre as respostas obtidas por testes “in vitro” e “in vivo”. Adicionalmente,
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a norma “ISO 10.993-5: Biological evaluation of medical devices. Part 5. Test for
cytotoxicity: ‘in vitro’ methods” recomenda que sempre que possivel priorizar 0 uso
de testes “in vitro” (ISO, 1999; USP 29, 2006).

O termo cultura de células refere-se as culturas derivadas de células
dispersas obtidas de um tecido, de uma cultura priméaria ou de uma linhagem celular
através de desagregacdo enzimatica, mecanica ou quimica. Nos anos 1940, o
desenvolvimento dos meios liquidos e a descoberta dos antibidticos possibilitaram o
desenvolvimento dos experimentos com as culturas de tecidos, impulsionando ampla
gama de pesquisas (FRESHNEY, 1987).

A primeira linhagem celular isolada a partir de tecido subcutdneo de
camundongo recebeu o nome de linhagem L. Através de clonagem, procedeu-se ao
isolamento de uma nova linhagem denominada NCTC clone 929 da ATCC (National
Colletion of Type Cultures — American Type Culture Collection), sendo amplamente
utilizada nas pesquisas envolvendo citotoxicidade, até o presente momento. Desde
entdo, as técnicas de culturas celulares sdo amplamente empregadas, apresentando
baixo custo, facilidade de manutencdo, demanda de pouco espaco fisico, podendo
ser utilizadas nas mais diferenciadas pesquisas, principalmente, na avaliagdo da
toxicidade dos mais variados produtos. A verificagdo da viabilidade celular envolve a
sobrevivéncia e/ou proliferacdo celular e podem ser avaliadas por contagem do
nuamero de células ou pelo uso de corantes vitais (CRUZ, 2003).

Visando agregar informagéao a respeito da biocompatibilidade de polimeros
com diversas aplicabilidades, células de fibroblastos de camundongo linhagem
NCTC clone 929 foram utilizadas em estudos de toxicidade de implantes
confeccionados em compdésitos de polietleno de altissima densidade e
polidimetilsiioxano (KHORASANI et al, 2005), bem como fiimes de
poli(caprolactona) a serem dimensionados como potenciais cimentos em engenharia
de tecidos (SERRANO et al., 2005).

A literatura descreve dois principais corantes usados para esta finalidade, o
brometo de 3 (4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5 difeniltetrazd6lio (MTT) e o vermelho neutro (3-
amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina.HCl). O vermelho neutro em pH fisiolégico

passa facilmente através da membrana plasmatica e se concentra no interior dos
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lisossomos. A perda deste gradiente de pH por mortalidade da célula ou a perda da
permeacao da membrana inibe a incorporagédo do corante (CRUZ, 2003).

Cateteres urinarios de latex foram avaliados frente a quatro ensaios e
comparados entre si (citotoxicidade em cultura celular, injecao intracutanea dos
extratos em coelhos, implante intramuscular dos fragmentos dos cateteres em
coelhos e cateterizagao de ovelhas no teste de irritacdo de mucosa). Considerando
principalmente sensibilidade e aplicabilidade pratica, o teste de citotoxicidade em
cultura celular com captura de vermelho neutro se mostrou adequado na avaliagdo
da segurancga de tais itens (GRAHAM et al., 1984).

A biocompatibilidade de implantes ortopédicos foi avaliada utilizando cultura
de osteoblastos e fibroblastos, tendo a citotoxicidade sido mensurada através de
algumas caracteristicas como alteracdes celulares, contetudo de proteinas, perda de
enzima pela membrana celular e ensaio de viabilidade usando o MTT. Este ultimo
mostrou-se adequado para atestar a seguranca de tais implantes (MORRISON et al.,
1995).

Compositos de polietilenoglicol (trimetil) quitosana em diversos graus de
substituigao tiveram a sua biocompatibilidade avaliada através de ensaio usando o
MTT. Os resultados mostraram diferentes respostas celulares, dependendo da
estrutura obtida apds a sintese, portanto, os autores sugerem investigacoes
adicionais, na tentativa de ser bem sucedida a utilizacdo de tais compdsitos como

veiculos de liberagéo de farmacos (MAO et al., 2005).




3. Objetivos 100

3. OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivos:

1. Avaliar a susceptibilidade de cepas de Mycobacterium abscessus subsp.
bolletii em crescimento planctdnico e biofilme, envolvidas (B31 e INCQS 594) ou ndo
em surtos de infecgdo (B67 e MG3-6) e cepas-padrao (M. smegmatis mc? 155, M.
bovis BCG Moreau e M. massiliense CCUG 48898) frente aos seguintes
desinfetantes quimicos: Glutaraldeido 2%, Acido Peracético 0,2%, Perdxido de
Hidrogénio 35%, Solucado Alcodlica de Digluconato de Clorexidina 0,5%, Solugéao
Aquosa de Clorexidina 0,2%, lodo 1%, Compostos de Aménio Quaternario 1,2% e
Fenol 5%.

2. Avaliar a eficacia esterilizante dos processos que empregam tecnologia de
plasma (Reactive lon Etching e Inductively Coupled Plasma) frente as cepas acima
mencionadas e inoculadas em suportes poliméricos de poli(cloreto de vinila) (PVC),
polietileno de alta densidade (PEAD), policarbonato (PC), polipropileno (PP) e
poliuretano (PUR).

3. Avaliar possiveis danos aos polimeros expostos ao plasma através de
Espectroscopia Fotoacustica no Infravermelho (PAS-FTIR), Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV), microandlise em sistema Energy Dispersive Spectroscopy
(EDS) e Perfilometria.

4. Avaliar a biocompatibilidade dos polimeros descritos acima através do
método de Citotoxicidade “in vitro”.
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4. JUSTIFICATIVAS

InUmeros agentes biocidas tém surgido nos ultimos tempos como substancias
que, de fato, proporcionam a redugdo ou a completa eliminagdo de diferentes
microrganismos de um determinado item, superficies e outros sistemas. Entretanto,
diferentes mecanismos adaptativos e de reparo celular podem impedir ou reverter a
acao de desinfetantes e, consequentemente, selecionar clones resistentes. No
ambito hospitalar, a disseminagéo desses fatores, por sua vez, pode estar envolvida
com a contaminacédo cruzada entre os itens médico-cirurgicos, materiais de limpeza,
sistemas de eliminacdo de residuos sejam eles quimicos ou biolégicos e,
principalmente, através do contato entre pacientes e funcionarios, possivelmente

contaminados.

A preocupacao inerente ao uso inadequado desses agentes tem se tornado
motivo de grande preocupagéao por parte da comunidade cientifica e, principalmente,
por 6rgdos regulatérios e agéncias de saude. Ademais, a busca por novos
medicamentos e procedimentos terapéuticos apresenta-se como parcela
consideravel de consequéncias reais do uso inadequado de agentes de desinfeccao
e esterilizagdo. Muitos desses microrganismos também possuem a capacidade de
promover o desenvolvimento de novas doencas, de forma que sejam requeridos
novos gastos em pesquisas e aquisicdo de medicamentos, realizacdo de
procedimentos cirurgicos reparatérios e outros. Consequéncias maiores tém sido
observadas em surtos de infeccbes como aqueles ocorridos nas cidades de
Campinas, Belém e Rio de Janeiro, sendo as MCR, veiculadas em materiais médico-
cirurgicos, as principais causadoras (VIANA-NIERO et al., 2008).

Tendo em vista tais consideracdes, o Laboratorio de Controle Biolégico de
Qualidade de Medicamentos e Cosméticos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
e o Laboratério de Sistemas Integraveis da Escola Politécnica, ambos da
Universidade de S&o Paulo, juntamente com o Laboratério de Microbiologia da
Universidade Federal de Sdo Paulo buscaram a aquisicdo de conhecimentos quanto
a eficacia microbicida de agentes quimicos (desinfetantes) na inativacdo de cepas
de M. abscessus subsp. bolleti, envolvidas ou ndao em surtos no Brasil.
Adicionalmente, estes isolados foram avaliados quanto a influéncia do sistema de
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esterilizacao por plasma, tendo em vista sua grande capacidade de eliminagdao de

substancias aderidas as superficies.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 MATERIAL

5.1.1 Obtencao de Suspensoes de Esporos de Bacillus atrophaeus (PINTO,
1991; OLIVEIRA, 2000)

5.1.1.1 Repiques de Manutencao

Manter as cepas padrdao de referéncia do microrganismo-teste sob
refrigeracdo a uma temperatura de 8°C de acordo com o0s procedimentos
preconizados para este microrganismo (USP 23, 1995). Os repiques de manutencgao
realizados em tubos de ensaio contendo Agar para Dosagem de Antibiéticos n°1
(Difco, Interlab, Brasil) devem ser incubados em estufa a 35 + 2°C por 48 horas.
Transferir a massa microbiana obtida, assepticamente, para erlenmeyer contendo
100 mL de Caldo Caseina de Soja (Difco, Interlab, Brasil) e incubar nas mesmas

condicoes.

5.1.1.2 Obtencao de Esporos

Da suspensao microbiana obtida anteriormente, inocular 5 mL em garrafas de
Roux (R) contendo 200 mL de Agar para Esporulagdo composto de: extrato de
levedura (8,0g), caldo nutriente (4,09), sulfato de manganés tetrahidratado (0,05g),
cloreto de calcio hexahidratado (0,05g), agar (30,09) e agua destilada (qg.s.p. 1000
mL) (PINTO, 1991; OLIVEIRA, 2000). As garrafas de Roux devem ser incubadas a
35 + 2°C por cerca de 12 a 15 dias. O acompanhamento do grau de esporulagéo
deve ser realizado, diariamente, através de coloracao especifica, utilizando solugao
saturada de verde malaquita e solucdo aquosa de safranina sobre esfregaco
devidamente fixado em lamina de vidro 26mm x 76mm por 10 minutos sob leve

aquecimento.
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Proceder a contagem de, pelo menos, 10 campos microscopicos para cada
garrafa, determinando-se a porcentagem de esporos em relacao ao total de células
vegetativas. Apos atingir o grau de 95% de esporulagao, interromper a incubagao no
12° ou 13° dia e recolher as suspensdes de esporos das garrafas de Roux,

respeitando os distintos grupos.

Este procedimento, sempre envolvendo oito garrafas de Roux, efetuado em
cinco réplicas, ao final das quais originaram os grupos de esporos de G1 a G5,
sendo reunidos em um anico grupo e submetidos a padronizag¢ao, de forma que foi
obtida a suspensao padronizada S1, conforme descrito na Tabela 7. Destinar esta
suspensdo as andlises comparativas de perfis de susceptibilidade entre esta e as
cepas do género Mycobacterium.

Tabela 7 — Padronizagdo da nomenclatura utilizada no procedimento de producéo de
suspensao de esporos de Bacillus atrophaeus.

S?Jrsl:)%?):;o de ((;;raur?:fas Nu:jneero In dﬁl?gLa;iass(R)
Padronizada (G) Garrafas

G 08 R1.1aR1.8

Gz 08 R21aR28

S Gs 08 R3.1aR3.8

Gs 08 R41aR4.8

Gs 08 R51aR5.8

5.1.1.3 Recolhimento e Lavagem dos Esporos

Recolher, assepticamente, a massa celular de cada garrafa de Roux em 30
mL de agua destilada estéril com auxilio de 12g de pérolas de vidro. Centrifugar a
suspensao resultante por 60 minutos a 3000 rpm para completa separacdo da
massa celular, submetendo a tratamento térmico em banho de agua a 70 = 2°C
durante 30 minutos, com o objetivo de eliminar possiveis microrganismos na forma

vegetativa.
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5.1.2 Padronizacao das Suspensoes de Esporos

A partir do grupo de cinco cultivos utilizando oito garrafas para cada um (G a
Gs), obter cinco suspensdes microbianas. Estas, por sua vez, devem ser reunidas
em um Unico frasco originando, entdo, pool de esporos sob denominacao S;. Iniciar
o procedimento de padronizagdo com o descongelamento e a promogao de choque
térmico (70 = 2°C por 15 minutos) e, posteriormente, diluir a suspensdao em agua
destilada estéril, de forma que as diluicdes de 10® a 10" sejam submetidas a
contagem, em ftriplicata, pela técnica de semeadura em profundidade Pour Plate
(USP 23, 1995). O numero obtido deve ser representativo para todas as aliquotas,

tendo em vista a condicao de uniformidade entre as mesmas.

5.1.3 Cepas de Mycobacterium spp.

As cepas de Mycobacterium spp. encontram-se apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 - Micobactérias de Crescimento Répido isoladas de surto, nao
relacionadas ao surto, de ambiente natural e cepas-padrao.

Espécie Origem

M. smegmatis mc? 155 FIOCRUZ (RJ)

M. bovis BCG Moreau FIOCRUZ (RJ)

M. massiliense (48898) CCUG

M. abscessus subsp. bolletii (MG3-6) Ambiental (Vitéria — ES)
M. abscessus subsp. bolletii (B67) Nao Surto (Belém — PA)
M. abscessus subsp. bolletii (B31) Surto (Belém — PA)

M. abscessus subsp. bolletii INCQS 594  Surto (Belém — PA)

Legenda: FIOCRUZ (RJ): Fundagéo Instituto Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro)
BCG: Bacillus Calmette-Guerin
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
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5.1.4 Desinfetantes Quimicos

Os seguintes desinfetantes quimicos foram empregados no presente estudo:
Glutaraldeido 2% (Fornecedor A), Acido Peracético 0,2% (Fornecedor B), Peréxido
de Hidrogénio 35% (Fornecedor B), Solucao Alcodlica de Digluconato de Clorexidina
0,5% (Fornecedor C), Solugdo Aquosa de Clorexidina 0,2% (Fornecedor C), lodo 1%
(Fornecedor C), Compostos de Amoénio Quaternario 1,2% (Fornecedor C) e Fenol
5% (Fornecedor A). Estas concentracdes, recomendadas pelos fabricantes, simulam
o emprego destas substadncias como agentes de redugdo da carga microbiana

presente em superficies, equipamentos e artigos médico-hospitalares.

5.1.5 Agentes Neutralizantes

Como agentes para neutralizacdo dos desinfetantes quimicos foram
empregados: Caldo Dey/Engley (BD, Estados Unidos da América); Polissorbato 80
0,5% — Lecitina de Soja 0,07% (Synth, Brasil); Polissorbato 80 0,5% (Synth, Brasil),
Sulfito de Sodio 0,1% (Sigma-Aldrich, Alemanha) e Soro de Cavalo estéril sem
Micoplasma (Inlab, Brasil).

5.1.6 Suportes Poliméricos

Os suportes poliméricos empregados nos estudos envolvendo 0s processos
por plasma, em dimensfes de 16mm x 16mm, se constituem de: poli(cloreto de
vinila) (PVC); polietileno de alta densidade (PEAD), polipropileno (PP), poliuretano
(PUR) e policarbonato (PC), inoculados com 1,0 — 5,0 x 10" Unidades Formadoras
de Col6nias/suporte dos microrganismos descritos nos itens 5.1.2 e 5.1.3. O
conjunto de trés suportes inoculados e acondicionados em Placa de Petri (fundo e
tampa) com trés divisbes constituem as amostras-teste. A Figura 28 apresenta os
esporos de B. atrophaeus inoculados em suporte vitreo destinados a ensaios

preliminares.
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Figura 28 — Suportes vitreos contendo esporos de B. atrophaeus, em placa de Petri,
destinados as validagdes dos sistemas de plasma.
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5.2 METODOS

5.2.1 Armazenamento das Amostras (KREMER et al., 2002)

Para o armazenamento das cepas de Mycobacterium spp. adicionar 20 mL de
agua destilada estéril e 10 mL de glicerol (Sigma, Alemanha) a 1,59 de Caldo
Caseina de Soja (Difco, Interlab, Brasil). Apds homogeneizagdo e esterilizagdo a
temperatura de 121°C por 15 minutos, distribuir em aliquotas de 1,0 mL em tubos
criovials (Eppendorf, Alemanha) e, posteriormente, adicionar uma aliquota de 1,0 mL
de cada uma das seis suspensdes microbianas a cada criovial. Adicionalmente,
proceder a homogeneizacdo do conteudo para posterior acondicionamento do
conjunto em freezer a -70°C (Laboratério de Imunologia — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo).

5.2.2 Teste de Promocao de Crescimento dos Meios de Cultura

Este procedimento atende aos requisitos de Boas Praticas de Laboratério em
Microbiologia (USP 30, 2008) e as recomendagbes dos fabricantes, tendo como
objetivo a verificagdo da esterilidade do meio, viabilidade e pureza da cultura nos
respectivos meios e, consequentemente, a padronizacao do crescimento microbiano,
tanto das cepas-padréo quanto daquelas isoladas de ambientes hospitalares (surto e

nao relacionadas ao surto) e fonte ambiental.

5.2.2.1 Meio de Cultura Sélido

5.2.2.1.1 Middlebrook 7H11 (M7H11)

Apo6s a completa dissolugédo de 21g do meio base (Difco, Interlab, Brasil) em
900 mL de agua purificada e 0,5 mL de glicerol (Sigma, Alemanha), autoclavar a
mistura por 15 minutos a 121 °C.
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A cada porcdo de 180 mL, a temperatura de 53 * 2°C adicionar,
assepticamente, 20 mL da solugdo de enriquecimento BBL™ MGIT™ OADC (BD,
Estados Unidos da América) constituida de &cido oleico (0,6g), albumina bovina
fracdo V (50q), dextrose (20g), catalase (0,03g) e agua purificada (g.s.p 1000 mL).
Previamente ao resfriamento, distribuir 15 mL do meio de cultura em placas de Petri
estéreis, sendo o conjunto armazenado sob refrigeragdo a 2 — 8°C. No momento da
utiizacdo, as placas de Petri devem ser mantidas a temperatura ambiente (25 *

1°C), por no minimo 3 horas, previamente a inoculacdo dos microrganismos.

5.2.2.2 Meios de Cultura Liquidos

5.2.2.2.1 Middlebrook 7H9 (M7H9)

Dissolver 4,7g do meio base (Difco, Interlab, Brasil) em 900 mL de &agua
purificada e 0,5 mL de glicerol (Sigma, Alemanha) e, posteriormente, autoclavar a
mistura por 15 minutos a 121°C.

A cada porcdo de 180 mL, a temperatura de 53 % 2°C adicionar,
assepticamente, 20 mL da solugdo de enriquecimento BBL™ MGIT™ OADC (BD,
Estados Unidos da América).

5.2.2.2.2 Proskauer—Beck Modificado (AOAC, 1988)

Em detrimento da ndo comercializacdo deste meio de cultura base, pesar
devidamente os seguintes constituintes: 2,59 de fosfato monopotassico (Merck,
Alemanha), 5,09 de asparagina (Fluka, Alemanha), 0,6g de sulfato de magnésio
heptahidratado  (Sigma-Aldrich, Alemanha), 0,001g de sulfato de zinco
heptahidratado (Mallinckrodt Baker, Estados Unidos da América), 2,5g de citrato de
magnésio (Fluka, Alemanha), 0,0046g de cloreto férrico (Carlo Erba, Italia), 20 mL de

glicerol (Sigma, Alemanha) e adicionar 1000 mL de agua purificada.
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Ap6s homogeneizacdo dos componentes do meio base, proceder ao
aquecimento da mistura para completa dissolugéo e, posteriormente, ajustar o pH
para 7,3 (Hanna, Roménia) a 25°C com solucdo de NaOH a 1N. Apés a filtragdo em
papel de filtro tipo 10 (gramatura — 65,28g/m? e porosidade — 2,96pum) (Inlab, Brasil),
autoclavar o meio de cultura a 121°C por 15 minutos. Decorrido o tempo para
resfriamento, filtrar e distribuir novamente o meio de cultura em por¢cdes de 10 mL
em tubos de vidro de 20mm x 150mm (Pyrex, México) para posterior re-autoclavacao

do conjunto nas mesmas condi¢cdes anteriores.

5.2.2.2.3 Meio de Kirchners (AOAC, 1988)

De semelhante forma ao meio Proskauer-Beck, em detrimento da nao
comercializagdo do meio de cultura base de Kirchners, pesar devidamente os
seguintes constituintes: 1,59 de fosfato dipotassico (Fluka, Alemanha), 2,59 de
fosfato monopotassico (Merck, Alemanha), 0,69 de sulfato de magnésio (Sigma-
Aldrich, Alemanha), 2,59 de citrato de sédio (Sigma, Alemanha), 5,09 de asparagina
(Fluka, Alemanha), 1,0g de agar (Difco, Brasil), 20 mL de glicerol (Sigma, Alemanha)
e adicionar 1000 mL de agua purificada.

Ap6s homogeneizagdo dos componentes, proceder ao aquecimento da
mistura para completa dissolucao e ajustar o pH para 7,2 (Hanna, Roménia) a 25°C
com solucdo de NaOH a 1N. Posteriormente, distribuir o meio base em porgdes de
180 mL e autoclavar por 15 minutos a 121°C. Adicionar, assepticamente, a
temperatura de 53 + 2°C, 20 mL de meio de enriquecimento BBL™ MGIT™ OADC
(BD, Estados Unidos da Ameérica). Distribuir, assepticamente, 20 mL do meio de

cultura em tubos de 20mm x 150mm.
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5.2.3 Padronizacao do Inéculo Microbiano (AOAC, 1988)

O meio de cultivo empregado para a padronizagao dos inodculos nos testes de
avaliagdo da eficacia micobactericida constitui-se de Proskauer—Beck Modificado

com adicao de 0,1% de Polissorbato 80 (Inlab, Brasil).

Para os testes envolvendo cilindros de porcelana (Teste Presuntivo e
Confirmatorio de Eficacia Micobactericida/Tuberculocida), ajustar o inéculo para 20%
de transmiténcia a 650 nm (Micronal Modelo B-395, Brasil). Dispersar o agregado
microbiano com a adi¢cao de solucao de gelatina 2% (Gellita, Brasil), sendo que para
o teste em Suspensdo, a densidade aproximada compreende 1,0 — 5,0 x 10’
UFC/mL.

5.2.4 Curva de Crescimento em Suspensao

Para a caracterizagdo do crescimento da cepa de M. abscessus subsp.
bolletii, isolada de surto (INCQS 594) foi retirada aliquota de 100uL da suspensao
padronizada (1,0 - 5,0 x 10’ UFC/mL) e transferida para erlenmeyer contendo 100
mL de Caldo M7H9 (Difco, Interlab, Brasil) e Polissorbato 80 0,1%, sendo o conjunto
incubado a 35 + 2°C por 10 dias.

Para o acompanhamento do crescimento microbiano, uma aliquota de 1,0 mL
da suspensao contida no erlenmeyer foi retirada, diariamente, e submetida a
diluicbes seriadas de 10" a 107. Posteriormente, 1 mL de cada diluicio foi
transferida para placas de Petri, em triplicata, seguido de adicdo de 15 mL de Agar
M7H11 (Difco, Interlab, Brasil). O conjunto foi, entdo, incubado a 35 + 2°C por sete
dias para o acompanhamento do crescimento microbiano. Apds o periodo de
incubacéo, as placas de Petri foram submetidas a contagem dos microrganismos em
equipamento tipo Quebec (Quimis, Brasil). Os resultados obtidos da carga
microbiana contida no indculo inicial e na cultura de crescimento se encontram na
Tabela 9.




5. Material e Métodos

112

Tabela 9 — Contagem de M. abscessus subsp. bolletii (INCQS 594) isolada de surto
ocorrido em Belém, ap6s 10 dias de incubacao.

Tempo Lo

(diag) UFC/mL (UFC/?nL)
0 2,4 x10° 6,38
1 6,5x 10° 5,81
2 6,5 x 10° 6,81
3 1,2x 10’ 7,08
4 27 x 108 8,43
5 2,3x 108 8,36
6 2,4 x 108 8,38
7 2,3x 108 8,36
8 1,5x 10’ 717
9 1,2x 10° 6,08
10 1,0x 10° 5,00

Média de triplicata de amostras.

A construgcdo da curva de crescimento microbiano (Figura 29) torna-se

pertinente na medida em que se busca aquisicdo de conhecimento quanto a cinética

de crescimento do microrganismo, tendo em vista a natureza de seu isolamento.

Adicionalmente, aspectos desta curva, como a fase logaritmica, serdo validos na

padronizagdo do inéculo, visto a predominancia de células jovens, aptas a serem

empregadas em testes de eficacia de agentes antimicrobianos.
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Figura 29 — Curva de crescimento microbiano referente a cepa M. abscessus subsp.
bolletii (INCQS 594) isolada de surto ocorrido em Belém.

A fase exponencial, neste experimento, foi obtida entre o primeiro e o quarto
dia de incubacao, podendo ser calculada a velocidade especifica de crescimento

através da equagéo 9:
Log N = Log Np + (k/2,303)t 9)

Onde, Log N= logaritmo decimal da populacdo (8,43), apds o tempo (1) de incubagéo
(72 horas); Log No= logaritmo decimal da populacéo (5,81) no tempo inicial (t= 1°

dia); k=constante de velocidade especifica de crescimento por hora (h™).

O resultado obtido através dos calculos da equacgédo 9 para a constante k foi
de 0,046h™". Adicionalmente, foi calculado o “tempo de geragdo” (g= tempo
necessario para que o numero de células dobre) da cepa M. abscessus subsp.
bolletii, através da equacéo 10:
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9=0,693/k (10)

Substituindo o valor de k (0,046) na equacao 10, obtém-se o valor de 15
horas, ou seja, a populagdo microbiana contida no cultivo dobra o seu niumero a

cada incremento de 15 horas de incubagéo.

Os dados obtidos serdo utilizados no acompanhamento da viabilidade da
cepa apos os desafios de eficacia micobactericida, a partir da analise comparativa

com a cinética de morte microbiana — valor D.

5.2.5 Meétodo Quantitativo em Suspensao para Avaliacao da Eficacia
Micobactericida de Desinfetantes (SUTTON et al., 2002; Environment
Protection Agency, 2004, 2006)

Este teste baseia-se na demonstracdo da eficacia micobactericida de
desinfetantes quimicos e emprega a cepa Mycobacterium smegmatis (mc® 155)

como microrganismo padrao.

Previamente ao teste, faz-se necessaria a avaliagdo da toxicidade e eficacia
do agente neutralizante frente aos microrganismos e agentes desinfetantes,

respectivamente, como descrito nos subitens abaixo.

5.2.5.1 Avaliacao da Toxicidade do Agente Neutralizante

Para cada cepa de microrganismo-teste, adicionar aliquota de 1 mL do inéculo
padronizado a trés tubos contendo 9 mL dos agentes neutralizantes: Caldo
Dey/Engley (D/E) (Difco, Interlab, Brasil), Polissorbato 80 0,5% — Lecitina de Soja
0,07% e Polissorbato 80 0,5%, mantendo a mistura sob diferentes tempos de
exposicao (5, 10, 15 e 20 min.). Este teste avalia o efeito toxico do agente
neutralizante sobre as células, sendo o resultado caracterizado pela exibicdo ou ndo
da viabilidade celular. Para isto, decorridos os tempos de contato, adicionar 1 mL de
cada mistura (agente neutralizante-microrganismo) a placas de Petri, em triplicata de
amostras e, posteriormente, distribuir 15 mL de Agar M7H11. Incubar o conjunto a 35
1 2°C por 14 dias, prosseguindo a leitura apds o tempo preconizado.
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5.2.5.2 Avaliacao de Eficacia do Agente Neutralizante

Adicionar aliquota de 1 mL do desinfetante a 9 mL do agente neutralizante,
em triplicata de amostras e manter o conjunto em contato por diferentes tempos (5,
10, 15 e 20 min.). Adicionar 1 mL do inéculo padronizado dos microrganismos-teste
a 9 mL da mistura desinfetante-neutralizante. Manter o conjunto em contato por 10
minutos, a fim de se verificar a eficacia do agente neutralizante sobre o desinfetante.
Decorrido este tempo, inocular 1 mL da mistura desinfetante-neutralizante-
microrganismo em placas de Petri, em triplicata de amostras, com posterior adicao
de Agar M7H11, seguida de incubagdo a 35 + 2°C por 14 dias, para verificar a

viabilidade das células microbianas.

5.2.5.3 Teste em Suspensao

Previamente a exposicdo dos microrganismos, manter os tubos (20mm x
150mm) contendo 9 mL de agente desinfetante, em quadruplicata para cada tempo e
para cada cepa, em banho de agua a temperatura de 20°C durante todo o tempo do
teste (BEST et al., 1990).

Adicionar aliquota de 1 mL do inéculo padronizado dos microrganismos-teste
aos tubos contendo desinfetante, agitar por 10 segundos em vértex a 1500 rpm (IKA,
Estados Unidos da América) e manter o conjunto por diferentes tempos de contato
(5, 10, 15, 20 e 30 minutos). Decorridos os respectivos tempos de exposigao, retirar
uma aliquota de 1 mL da mistura da reagao e adicionar a tubo contendo 9 mL do
agente neutralizante (Caldo D/E, Polissorbato 80 0,5% — Lecitina de Soja 0,07% ou
Polissorbato 80 0,5%), sendo este designado Tubo A (diluicdo 10°). Apés tempo de
contato de 10 minutos diluir, de forma seriada, uma aliquota de 1 mL até 102, sendo
os tubos designados B (10™") e C (10?). Posteriormente, adicionar 1 mL de cada
diluicao a placas de Petri, em triplicata, sendo recobertas/fhomogeneizadas por Agar
M7H11, seladas com Parafiim (3M, Estados Unidos da América) para evitar a
dessecacao do meio de cultura e incubadas a 35 + 2°C por 14 dias. Decorrido o
tempo de incubagdo, proceder a contagem dos microrganismos sobreviventes,

sendo o numero de UFC considerado uma variavel indispensavel na avaliagdo da
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eficacia micobactericida do desinfetante através do perfil de susceptibilidade dos

microrganismos-teste.

5.2.6 Método Presuntivo para Avaliacao da Atividade Micobactericida de
Desinfetantes (AOAC, 1988)

5.2.6.1 Avaliacao da Toxicidade do Agente Neutralizante

A trés tubos contendo 9 mL do agente neutralizante (Sulfito de Sédio 0,1%,
Polissorbato 80 0,5% — Lecitina de Soja 0,07% ou Polissorbato 80 0,5%), adicionar
uma aliquota de 1 mL do inéculo contendo, aproximadamente, 1,0 x 10’ UFC/mL, em
triplicata. Manter o conjunto em contato por diferentes tempos (5, 10, 15 e 20 min.), a
fim de se avaliar o efeito toxico sobre as células microbianas. O resultado deve ser
visualizado através da exibicdo ou ndo de crescimento microbiano com o
desenvolvimento de coldnias caracteristicas em Agar M7H11 a 35 + 2°C apés 14
dias, caracterizando ou ndo a perda da viabilidade celular.

5.2.6.2 Avaliacao da Eficacia do Agente Neutralizante

Manter em contato por diferentes tempos (5, 10, 15 e 20 min.) a mistura de 1
mL do desinfetante e 9 mL do agente neutralizante, em triplicata de amostras.
Posteriormente, a 9 mL desta mistura adicionar 1 mL do in6culo padronizado dos
microrganismos-teste. Manter o conjunto em contato por 10 minutos. O
procedimento para recuperacao das células inoculadas se constitui de inoculagdo de
1 mL dos tubos ensaiados a placas de Petri com posterior adicdo de Agar M7H11,

em triplicata de amostras, seguida de incubacéo a 35 = 2°C por 14 dias.
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5.2.6.3 Preparacao dos Cilindros

Para avaliacdo da eficacia de desinfetantes quimicos empregam-se cilindros
como sistemas carreadores de microrganismos, sendo aqueles constituidos de
porcelana, os utilizados para veiculacdo de cepas do género Mycobacterium. Os
cilindros empregados tanto no teste presuntivo quanto no confirmatério possuem
dimensbdes de 6 mm de diametro externo, 4 mm de didmetro interno e 6 mm de
comprimento (Fisher Scientific Co., Estados Unidos da América). A selegdo dos
cilindros para os testes segue critérios de integridade e danos visiveis, excluindo-se

aqueles que apresentarem orificios, rachaduras, lascas e manchas.

Apos a selegdo, mergulhar os cilindros em solugé@o Triton X-100 (Inlab, Brasil)
por, aproximadamente, 2 horas e lavar cuidadosamente com agua destilada.
Mergulhar os cilindros em solugdo de NaOH 1M durante 12 horas e, posteriormente,
lavar com agua destilada até que o pH atinja a neutralidade. Dispor os cilindros em
placas de Petri forradas com duas folhas de papel de filiro e autoclavar por 20

minutos a 121°C.

5.2.6.4 Teste Presuntivo

Transferir 22 cilindros de porcelana para 20 mL de cada uma das seis
suspensdes bacterianas padronizadas, conforme item 5.2.3, contidas em tubos de
20mm x 150mm, sendo 20 para o teste de eficacia e os demais para controle de
viabilidade celular e contagem da carga microbiana aderida. Apés 15 minutos de
contato, remover e acondicionar os cilindros na posicao vertical em placa de Petri
forrada com papel de filtro (conjunto estéril) e incubar a 36 £ 1°C por 30 minutos para

secagem.

Com o auxilio de proveta estéril de 250 mL, preparar as solugbes dos
desinfetantes conforme recomendagdes dos fabricantes, quanto a concentragéo, pH

e armazenamento.
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Durante todo o teste, os tubos contendo 10 mL do desinfetante devem ser
mantidos em banho de 4gua a temperatura de 20°C, a fim de que a temperatura nao

se constitua em agente potencializador da agéo antimicrobiana.

Os 20 cilindros contaminados e secos devem ser adicionados a cada um dos
20 tubos contendo o desinfetante a intervalos de 30 segundos, cronometricamente.
Imediatamente, ap6s a adicao do cilindro, agitar levemente e manter os tubos no
banho de agua por 30 minutos.

Decorrido o tempo preconizado para avaliacao da atividade micobactericida,
transferir os cilindros para numero igual de tubos contendo 10 mL de caldo
Proskauer-Beck Modificado e agente neutralizante (Sulfito de Sédio 0,1%:
Glutaraldeido, Acido Peracético e Peréxido de Hidrogénio; Polissorbato 80 0,05% —
Lecitina de Soja 0,07%: Digluconato de Clorexidina, Clorexidina e Compostos de
Amoénio Quaternario; Polissorbato 80 0,5%: lodo e Fenol), sendo esta denominada
sub-cultura 1. Ap6s 20 minutos de contato, mantendo os intervalos de tempos
descritos anteriormente, re-transferir os cilindros para numero igual de tubos
contendo 10 mL de caldo Proskauer-Beck Modificado e os respectivos agentes
neutralizantes (sub-cultura 2). Os 40 tubos devem ser agitados e incubados a 36 *
1°C durante 14 dias.

Como ferramenta comparativa na determinacao da eficacia micobactericida de
desinfetantes, empregar como microrganismo de referéncia M. smegmatis, conforme
metodologia preconizada pela American Organization of Analytical Chemists (AOAC)
(AOAC, 1988).

5.2.7 Método Confirmatorio para Avaliacao da Atividade Tuberculocida de
Desinfetantes (AOAC, 1988)

A eficacia tuberculocida, realizada neste teste, é determinada através da
inativacao comparativa frente a Mycobacterium bovis cepa BCG Moreau, tendo em
vista a impossibilidade do emprego de cepa de M. tuberculosis, 0 que tornaria o teste

inviavel.
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5.2.7.1 Avaliacao da Toxicidade do Agente Neutralizante

A tubos contendo 9 mL do agente neutralizante constituido de Soro de Cavalo
Estéril sem Micoplasma (Interlab, Brasil) adicionar uma aliquota de 1 mL do in6culo
padronizado dos microrganismos-teste, em triplicata, e manter o conjunto em contato
por 5, 10, 15 e 20 minutos. Decorrido este tempo, também em triplicata de amostra,
inocular 1 mL da mistura em Agar M7H11 e incubar o conjunto a 35 + 2°C por 14

dias.

5.2.7.2 Avaliacao da Eficacia do Agente Neutralizante

De forma semelhante aos testes anteriores para verificacdo da eficacia do
agente neutralizante, adicionar uma aliquota de 1 mL do desinfetante a 9 mL do
agente neutralizante (Soro de Cavalo Estéril sem Micoplasma) (Inlab, Brasil) e
manter o conjunto em contato 5, 10, 15 e 20 minutos. Posteriormente, adicionar a 9
mL desta mistura 1 mL do in6culo padronizado dos microrganismos-teste. Manter o
conjunto em contato por 10 minutos e adicionar 1 mL da mistura a placas de Petri
com posterior adicdo de Agar M7H11, seguida de incubagéo a 35 + 2°C por 14 dias.

5.2.7.3 Teste Confirmatdrio

Transferir 12 cilindros de porcelana para 20 mL de cada uma das seis
suspensdes bacterianas padronizadas, conforme item 5.2.3, contidas em tubos de
20mm x 150mm, sendo 10 para o teste de eficacia e os demais para controle de
viabilidade celular e contagem da carga microbiana aderida. Apés 15 minutos de
contato, remover e acondicionar os cilindros na posicao vertical em placas de Petri
forradas com duas folhas de papel de filtro (Inlab, Brasil) e incubar o conjunto a 36 +
1°C por 30 minutos para secagem.

Com o auxilio de proveta estérii de 250 mL, preparar as solucdes

desinfetantes, conforme recomendacdes dos respectivos fabricantes.
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Durante todo o teste os tubos contendo 10 mL de desinfetante devem ser
mantidos em banho de 4gua a temperatura de 20°C, a fim de que a temperatura nao

se constitua em agente potencializador da agéo antimicrobiana.

Adicionar aos 10 tubos contendo o desinfetante 10 cilindros contaminados e
secos a intervalos de 30 segundos, cronometricamente. Imediatamente, apés cada
adicao do cilindro, agitar levemente e manter os tubos em banho de agua a 20°C por

30 minutos.

Decorrido o tempo preconizado para avaliacdo da atividade tuberculocida,
transferir os cilindros para numero igual de tubos contendo 10 mL de Soro de Cavalo
estéril (neutralizante). Posteriormente, agitar levemente e transferir os cilindros para
numero igual de tubos contendo 20 mL de caldo Proskauer-Beck Modificado. Dos
mesmos tubos contendo Soro de Cavalo estéril, retirar aliquotas de 4 mL e adicionar
cada aliquota de 2 mL em Caldo M7H9 e Meio de Kirchners, distribuidos em por¢des
de 20 mL. Agitar e, posteriormente, incubar os tubos por 60 dias a 36 + 1°C. Se apods
esse periodo de incubagdo nado for evidenciado crescimento nos tubos ou se
somente for observado apenas crescimento ocasional, reincubar por periodo

adicional de 30 dias, antes da leitura final do teste.

Para a verificagdo da eficacia tuberculocida dos desinfetantes, empregar M.
bovis cepa BCG Moreau como microrganismo de referéncia, conforme metodologia
preconizada pela AOAC (1988).

5.2.8 Avaliacao da Eficacia Micobactericida frente a Biofilmes em Suspensao

A partir da inexisténcia de um método oficial para avaliacdo da atividade
biocida frente a sistema de biofilme, foi empregado o método “Presuntivo para
Avaliagdo da Eficacia Micobactericida” (item 5.2.6), sendo realizadas adaptagdes
que respeitassem as caracteristicas inerentes a este tipo de conformacao

microbiana.
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5.2.8.1 Crescimento de Biofilmes em Suspensao

A partir do crescimento microbiano em tubo das seis cepas de Mycobacterium
spp., adicionar aliquota de 1 mL (1,0 - 5,0 x 10’ UFC/mL) a erlenmeyer contendo 200
mL de caldo Caseina de Soja, sem adicao de Polissorbato 80 para promover a
formacdo de aglomerados celulares. Apdés dez dias de incubacdo, proceder a
retirada de 20 mL da massa microbiana para ser empregada em experimentos

envolvendo a avaliagao da eficacia micobactericida de desinfetantes quimicos.

5.2.8.2 Avaliacao da Eficacia Micobactericida

Transferir 22 cilindros de porcelana para 20 mL do crescimento em biofilme
das seis cepas de Mycobacterium spp., contidas em tubos de 20mm x 150mm,
sendo 20 para o teste de eficacia e os demais para controle de viabilidade celular.
Apds 15 minutos de contato, remover e acondicionar os cilindros na posigéo vertical
em placa de Petri forrada com papel de filtro (conjunto estéril) e incubar a 36 + 1°C
por 30 minutos para secagem.

Com o auxilio de proveta estérii de 250 mL, preparar as solugdes
desinfetantes de forma que estejam em conformidade com as recomendacgdes dos
fabricantes.

Durante todo o teste, os tubos contendo 10 mL do desinfetante devem ser
mantidos em banho de agua a temperatura de 20°C, a fim de que a temperatura nao

se constitua em agente potencializador da acdo antimicrobiana.

Os 20 cilindros contaminados e secos devem ser adicionados a cada um dos
20 tubos contendo o desinfetante a intervalos de 30 segundos, cronometricamente.
Imediatamente, ap6s a adicdo do cilindro, agitar levemente e manter os tubos no
banho de agua por 60 minutos.

Decorrido o tempo para avaliagdo da atividade micobactericida sobre
biofilmes, transferir os cilindros para nimero igual de tubos contendo 10 mL de caldo
Proskauer-Beck Modificado e agente neutralizante, sendo esta denominada sub-

cultura 1. Apés 20 minutos de contato, mantendo os intervalos de tempos descritos
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anteriormente, re-transferir os cilindros para ndmero igual de tubos contendo 10 mL
de caldo Proskauer—Beck Modificado e os respectivos agentes neutralizantes (sub-
cultura 2). Os 40 tubos devem ser agitados e incubados a 36 + 1°C durante 14 dias.

5.2.9 Sistemas de Esterilizacao por Plasma

Para os estudos envolvendo os processos de esterilizagdo por plasma foram
empregados sistemas constituidos de reator com acoplamento capacitivo (Reactive
lon Etching) e reator com acoplamento indutivo (/nductively Coupled Plasma), ambos
localizados no Laboratério de Sistemas Integraveis da Escola de Engenharia
Politécnica da Universidade de Séao Paulo (LSI— EP/USP).

Os gases empregados para ambos os sistemas se constituiram de: oxigénio
99,998% de pureza (White Martins, Brasil) e peroxido de hidrogénio 30%
estabilizado pela empresa Baker (Baker, Brasil). Segue, abaixo, a curva de
calibracao referente a vazao de peroxido de hidrogénio em funcédo da pressao e

vazao de oxigénio (Tabela 10).

Tabela 10 — Curva de calibragdo da vazao de H.O, em fungédo da pressao e vazao
de Oz no interior da camara.

Pressao (mtorr) Vazao de O, (sccm)  Vazao de H,O; (sccm)
6,8 11 10
10,6 17 15
12,0 22 20
14,5 28 25
16,6 33 30
18,7 39 35
20,5 44 40
22,6 50 45
24,8 56 50
26,2 61 55
28,2 67 60
29,8 72 65
31,5 78 70
34,9 90 80
37,7 100 90
40,4 111 100

Legenda: mtorr = militorr
sccm = centimetros cubicos padrao por minuto
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Os parametros de processos empregados para ambos 0s sistemas de plasma
(RIE e ICP) estao descritos na Tabela 11, sendo que todos os polimeros descritos no
item 5.1.6 foram inoculados com os microrganismos—teste e, posteriormente,

submetidos a diferentes combinagbes de varidveis destes processos.

Tabela 11 — Parametros de processo estudados nos sistemas de plasma RIE e ICP.

Modo Vazao Gases Pressao Poténcia Tempo Lé?llgt?\?:
(scm) Concentracao (sccm) (mtorr) (Watts) (min.) (%)
RIE 200 O + H,0, (160:40) 100 150 1,3,6,9 60-70
ICP 200 O, + H,0, (160:40) 100 300 1,3,6,9 25-35

Legenda: min. = minutos
mtorr = militorr
sccm = centimetros cubicos padrao por minuto

5.2.9.1 Reactive lon Etching (RIE)

O sistema de plasma RIE empregado neste estudo constituiu-se de: gerador
de radiofrequéncia (RF), reator (camara), refrigerador de eletrodos e bomba de
vacuo, conforme apresentados na Figura 30, sendo que a camara pode ser

visualizada exterior e internamente nas Figuras 31 e 32, respectivamente.
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Figura 30 — Sistema de plasma com acoplamento capacitivo modo Reactive lon
Etching (RIE).

Figura 31 — Camara do sistema de plasma com acoplamento capacitivo modo
Reactive lon Etching (RIE).
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Figura 32 — Placa de Petri sobre o eletrodo (catodo) no interior da camara do sistema
de plasma com acoplamento capacitivo modo Reactive lon Etching (RIE).

As distintas etapas do processo de esterilizagdo podem ser visualizadas na
Figura 33, onde: (a) reator contendo os eletrodos (anodo e catodo) posicionados na
parte superior e inferior, respectivamente; gerador de radiofrequéncia (circulo abaixo
do catodo) e regido de vacuo; (b), (c) e (d) abertura, insercdo da amostra a ser
processada e fechamento da camara, respectivamente e (e) fase plasma
evidenciada pela cor lilds, quando aplicada poténcia de radiofrequéncia sobre o gas

peroxido de hidrogénio.
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Figura 33 — Desenho esquematico representando as etapas do processo de
esterilizagcao por plasma empregando o sistema Reactive lon Etching.

As amostras acondicionadas em placas de Petri (sem tampa), conforme
Figura 28 (item 5.1.6) foram dispostas sobre o eletrodo (catodo) para propiciar maior
contato entre 0os microrganismos e as espécies reativas do plasma (Figura 32). A
pressdo do sistema foi reduzida até 0,02 torr (T1) (Figura 34) e o sistema de
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circulagcdo de agua de refrigeracéo do eletrodo regulado para a temperatura de 5°C.
Apbs a reducao da pressao, os gases foram injetados no interior do reator por meio
de controladores de fluxo de massa (mass flow controllers MKS®) (MKS,
Massachusetts). O processo de esterilizagdo ocorreu entre os tempos T2 e T3 (0,1
torr), sendo que apos a interrupgcao de aplicacdo de RF (final do processo — T3), a
pressao foi novamente reduzida a 0,02 torr (T4) e, posteriormente, injetado gas

nitrogénio para abertura da cAmara a uma pressao de 760 torr (1 atm) no sistema.

h

Pr959§01
da

Camara

(Torr)

760

0,1

0,02

: 4

T1 T2 T3 T4

Tempo de processo

Figura 34 — Desenho esquematico das variagdes de pressao aplicadas durante os
processos de plasma.

5.2.9.2 Inductively Coupled Plasma (ICP)

Os processos de plasma empregando reator Inductively Coupled Plasma se
constituem de sistema hibrido, High Density Plasma (HDP), utilizando um sistema
capacitivo (RIE) e outro indutivo (ICP), onde se pode aplicar a poténcia de RF, tanto
nos eletrodos (RIE) quanto na bobina (ICP) ou em ambos, simultaneamente (Figuras
35, 36 e 37).
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Figura 35 — Sistema de plasma de alta densidade com acoplamento indutivo modo
Inductively Coupled Plasma (ICP).

Figura 36 — Vista interna do dispositivo de acoplamento indutivo (posi¢ao da bobina).
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Figura 37 — Vista lateral do dispositivo, conexdes de agua de refrigeragcdo e
radiofrequéncia.

Todos os ciclos de esterilizacdo foram realizados de forma semelhante ao
descrito no item anterior (5.2.9.1) e Figura 33, para o sistema RIE. Variagbes dos
parametros de processo mostrados na Tabela 11 foram determinadas em andlises
que antecederam a realizacdo deste trabalho, de forma que se constituissem em
fatores de maior letalidade para diferentes microrganismos inoculados em suportes
vitreos.

5.2.10 Avaliacao da Compatibilidade das Amostras dos Polimeros com o
Processo Esterilizante por Plasma

5.2.10.1 Espectroscopia Fotoacustica no Infravermelho com Transformadas de
Fourier

As andlises das amostras por Espectroscopia Fotoacustica no Infravermelho
com Transformadas de Fourier foram realizadas no Laboratério de Espectroscopia
Molecular do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo, empregando o
equipamento BOMEM modelo DA 3.16, equipado com acessorio fotoacustico da
MTEC modelo 200.

As vinte e cinco chapas (vinte amostras expostas e cinco nao expostas ao
plasma) foram cortadas em fragmentos de aproximadamente 2mm x 2mm e

posicionadas de forma a preencher todo o fundo do porta-amostra (célula
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fotoacustica). Posteriormente, admitiu-se gas hélio, sob fluxo constante por cerca de
dois minutos no interior da célula. Esta etapa teve por objetivo a remocéo de
moléculas de vapor de agua e CO,, bem como proporcionar atmosfera de hélio a
amostra. Apds selagem e vacuo, a varredura foi iniciada com um compdsito de
carvao ativo e borracha, empregados como referéncias para calibragdo do
equipamento. Desta forma, as analises das diferentes amostras poliméricas foram

armazenadas em programa computacional BOMEM PCDA.

Os espectros das amostras foram obtidos de acordo com o0s seguintes
parametros estabelecidos:

— Amplificador: ganho 4

— Resolugao: 4 cm’

— Profundidade de Penetragdo da Radiagao Infravermelha (1V): cerca de 10um
— Numero de Varreduras: 64

— Apodizacao: hamming

— Faixa Espectral: 400 — 4.000 cm™ (nimero de ondas)

— Abertura: 10 mm

— Velocidade do Espelho Mével: 0,05 cm™

5.2.10.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As alteragbes morfoldgicas possivelmente encontradas na superficie dos
suportes poliméricos foram avaliadas empregando Microscépio Eletronico de
Varredura (MEV) modelo JEOL 6460LV localizado no Departamento de Fisica

Aplicada do Instituto de Fisica da Universidade de Sao Paulo (Figura 38).

As vinte e cinco chapas (vinte amostras expostas e cinco ndo expostas ao
plasma) foram fragmentadas em dimensdes irregulares de aproximadamente 10mm
x 10mm (Figura 39). Apds a deposicdo de ouro, empregando equipamento marca
Edwards, modelo “sputter coater 5150B” (Figura 40), as amostras foram
posicionadas sobre o porta-amostras (Figura 39), permanecendo no interior do

equipamento em regido abaixo da coluna de vacuo, como mostra a Figura 41.
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Fonte: http://fap01.if.usp.br/

Figura 38 — Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) JEOL 6460LV.

Figura 39 — Polimeros fragmentados em cerca de 10mm x 10mm posicionados sobre
0 porta-amostras (vinte e cinco fragmentos).
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Figura 40 — Equipamento de deposi¢cdo de ouro marca Edwards, modelo “sputter
coater 5150B”.

Fonte de elétrons

Anodo

Colunaem < Condensadoras

alto vacuo

Bobinas de
varredura

Objetiva

Camara em
alto ou baixo
vacuo

Amostra

Bombas de
vacuo

Fonte: http:/fap01.if.usp.br/

Figura 41 — Desenho esquematico da coluna de alto vacuo do Microscopio Eletronico
de Varredura (MEV) JEOL 6460LV.
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Os procedimentos de aplicagdo de corrente elétrica e aceleracao dos elétrons
por diferenca de potencial entre eletrodos foram realizados ap6s o fechamento do
compartimento da coluna e empregaram filamento de tungsténio na varredura das

amostras. Seguem, abaixo, os parametros ajustados para as analises.

— Aumento: de 1.000 a 37.000 vezes (variavel para cada foto)
— Profundidade de Incidéncia do Feixe de Elétrons: 0,5um

— Perimetro da Varredura: 10um

— Diferenga de Potencial Aplicado: 12 keV

— Detector: elétrons retroespalhados

Adicionalmente, ao passar por lentes condensadoras, o feixe gerado reduz o
seu diametro e apos percorrer seu trajeto através uma lente objetiva, 0 mesmo foi
focalizado sobre a amostra. A varredura da amostra pelo feixe de elétrons, por sua
vez, s6 é possivel pela existéncia de dois estagios de bobinas eletromagnéticas
localizadas acima da lente objetiva (UNIVERSIDADE DE SAO PAULO, 2006).

5.2.10.3 Perfilometria

As andlises das amostras por perfilometria foram realizadas no Laboratério de
Sistemas Integraveis da Escola Politécnica da USP, empregando o equipamento
Perfilbmetro DEKTAK 3030 (Sloan Technology Corporation).

As vinte amostras expostas e cinco ndo expostas ao plasma, dimensionadas
em aproximadamente 50mm x 50mm, foram posicionadas no interior do porta-
amostra, sob as lentes de aumento. A especificacdo da ponta da agulha utilizada
compreende: 25um de didmetro (12,5um de raio de curvatura da ponta (r)), extensao

da varredura de 1mm e forga da agulha de 0,2 N.

Cada amostra foi posicionada de forma a permanecer em angulo de 90° em
relacdo a agulha (sensor). O procedimento iniciou-se com o ajuste do equipamento
para medir rugosidade de material desconhecido. A agulha foi avangada

verticalmente em direcado a amostra até obter-se o contato sendo, posteriormente,
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acionado o comando para a realizagao da varredura de 1mm. Ao final desta etapa, a
agulha separou-se automaticamente da amostra, retrocedendo a sua posic¢ao inicial.

Os valores obtidos para a rugosidade da amostra representam a relagao entre
a altura medida (h) e a distancia entre o ponto mais baixo da ponta da agulha e o
degrau da trincheira (y), como mostra a Figura 42 (VERDONCK, 1998).

Figura 42 — Relagao entre a altura medida (h) e a distancia entre o ponto mais baixo
da ponta da agulha e o degrau da trincheira (y).

5.2.10.4 Microanalise em Sistema Energy Dispersive Spectroscopy (EDS)

Analises das amostras por sistema Energy Dispersive Spectroscopy também
foram realizadas pelo Microscépio Eletrénico de Varredura (MEV) JEOL 6460LV
(Figura 38). Este recurso do MEV teve por finalidade a realizagdo da identificagéo

semi-quantitativa dos elementos quimicos que constituem as amostras.

As vinte amostras expostas e cinco nao expostas ao plasma, fragmentadas
em aproximadamente 10mm x 10mm, foram submetidas a deposicao de ouro por
tempo de 1 minuto em sistema de sputtering Edwards DC. As amostras foram
dispostas sobre o porta-amostras (Figura 39), abaixo da coluna de vacuo (Figura
41).

O equipamento foi operado de modo similar a obtencao das fotomicrografias,

sendo que os parametros adotados encontram-se descritos a seguir:
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— Profundidade de Incidéncia do Feixe de Elétrons: 0,5um
— Perimetro da Varredura: 500pm

— Diferenga de Potencial Aplicado: 15 keV

— Detector: elétrons retroespalhados

5.2.10.5 Citotoxicidade “in vitro” pelo Método Biolégico de Difusdo em Agar

As analises de citotoxicidade ‘in vitro” foram realizadas na Secao de Culturas
Celulares do Instituto Adolfo Lutz (Sdo Paulo), segundo o método de Difusdo em
Agar empregando culturas celulares.

5.2.10.5.1 Cultura Celular

A linhagem celular empregada neste teste foi NCTC clone 929 (ATCC-CCL 1),
células de tecido conjuntivo de camundongo, sendo que em todo o trabalho foram

utilizados materiais estéreis e realizadas técnicas assépticas.

O cultivo e a manutengéo da linhagem foram realizados em Meio Minimo de
Eagle (MEM), sendo preparado e suplementado com 0,1 mM de aminoacidos nao
essenciais, 1,0 mM de piruvato de sddio e 10% de soro fetal bovino, sem antibiético
(MEM ¢/ 10% SFB) a 36°C, em garrafas de 75cm? ou 250 mL com repiques a
intervalos médios de 72h. A dispersdo da monocamada celular foi efetuada
utilizando uma associagao de tripsina 0,2% e versene 0,02% (ATV).

Apos a dispersao, as células foram novamente suspensas no seu respectivo
meio de cultura e distribuidas, tanto nas garrafas destinadas a manutengéo como em
placas de Petri utilizadas durante a realizagdo dos ensaios (FRESHNEY, 1987;
CRUZ, 2003; AZEVEDO, 2004).
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5.2.10.5.2 Método de Difusdo em Agar

As células foram semeadas em volumes de 5 mL em placas de Petri (60mm x
15mm), na concentragdo de 3,0 x 10° células/mL. A incubagao foi realizada por 48h
a 37°C em atmosfera umida contendo 5% de CO.. Ap6s este periodo, com a
monocamada de células ja formadas, o meio de cultura foi desprezado e adicionado
volume de 5 mL de meio overlay, em cada placa de Petri. Este meio é composto de
partes iguais de MEM duas vezes concentrado e agar (BBL BD, Estados Unidos da
América) a 1,8% contendo 0,01% de vermelho neutro (Merck, Estados Unidos da
América), como corante vital. No momento do uso, o agar foi fundido e misturado

com o MEM duas vezes concentrado, ambos a temperatura de 44 + 1 °C.

Para a avaliacao das chapas de polimeros em PVC, PEAD, PP, PUR e PC, as
vinte amostras expostas e as cinco nao expostas ao plasma foram fragmentadas
com bisturi estéril em tamanhos aproximados de 5mm x 5mm e, posteriormente,
depositadas sobre a camada de agar, antes de sua solidificacdo completa. As placas
de Petri (60mm x 15mm) foram incubadas novamente em estufa com 5% de CO,, a
37°C por 24h (GUESS et al., 1965; ISO, 1999; USP 29, 2006).

As amostras foram avaliadas, em triplicata, empregando como controle
positivo fragmentos de latex e controle negativo discos de papel de filtro, com
dimensoes iguais aqueles estabelecidos para as amostras.

Ap6s a analise das placas, macroscépica e microscopicamente, a
citotoxicidade foi constatada pela presenca de halo claro sob ou ao redor das
amostras testadas. Estes halos, quando presentes, foram cuidadosamente medidos
empregando paquimetro calibrado. A graduagdo da citotoxicidade foi realizada
conforme preconizacdao da United States Pharmacopeia 292 edigcao (2006), sendo
consideradas toxicas, para polimeros, as amostras que apresentarem 1Z > 2. Esta

farmacopeia também descreve os diferentes indices de zona (1Z), a saber:
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— 1Z=0: auséncia de efeito sob a amostra

—1Z=1: alguma alteragédo ou degeneracgéao celular sob a amostra
— IZ=2: halo claro limitado somente sob a amostra

—1Z=8: halo entre 0,5 e 1,0 cm ao redor da amostra

— |Z=4: halo claro maior que 1,0 cm ao redor da amostra

As fotomicrografias foram realizadas em microscopio Optico marca ZEISS
modelo Axioskop, com maquina fotografica acoplada e filme Kodacolor 100 ASA
(Kodac).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Teste de Promocao de Crescimento dos Meios de Cultura

Diferentemente de protocolos de testes de eficacia de desinfetante e/ou
recomendacgbes de fabricantes de meios de cultura para o cultivo de certos
microrganismos, a comprovacao da recuperacao dos mesmos deve ser devidamente
demonstrada (USP, 2008). A composi¢do dos meios de recuperacao pode influenciar
a contagem de células expostas aos componentes dos agentes de
desinfeccao/esterilizacdo (RUSSELL et al., 2004). Adicionalmente, a validacdo de
meios de cultura que necessitam de suplementos nutricionais também se torna
fundamental, tendo em vista a natureza do isolamento dos espécimes estudados

(infeccoes e fonte ambiental).

Todos os meios de cultura empregados para a avaliagdo da eficacia de
desinfetantes demonstraram condigcdes satisfatérias para a promogcdo de
crescimento dos microrganismos estudados. De semelhante forma, os respectivos
meios de cultura também possibilitaram a recuperacdo dos microrganismos,
preservando as caracteristicas de colbnia, mesmo apds os testes envolvendo

desafios sub-letais, conforme apresentados a seguir.

6.2 Avaliacao da Eficacia Micobactericida de Desinfetantes (SUTTON et al.,
2002; Environment Protection Agency, 2006)

Previamente aos testes de verificagdo de eficdcia micobactericida e
tuberculocida, é indispensavel a avaliacdo dos agentes neutralizantes, tendo em
vista a possibilidade de apresentarem efeito tdxico frente aos microrganismos
estudados e/ou de nao inativarem devidamente os agentes quimicos de desinfeccao.
Para isto, os agentes neutralizantes empregados nos testes de Suspenséo,
Presuntivo e Confirmatério foram: Caldo D/E, Sulfito de Sédio (Glutaraldeido, Acido
Peracético e Peréxido de Hidrogénio); Polissorbato—Lecitina (Solucao Alcodlica de
Digluconato de Clorexidina, Solugdo Aquosa de Clorexidina e Compostos de Aménio

Quaternario) e Polissorbato (lodo e Fenol). De forma especifica, para o Teste
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Confirmatorio (com cilindros), foi avaliado o agente neutralizante composto de Soro
de Cavalo sem Micoplasma frente a todos os desinfetantes.

Apesar do amplo emprego destes agentes neutralizantes e desinfetantes,
destaca-se a originalidade destes estudos e, consequentemente, os resultados
obtidos para os isolados clinicos do surto e ambulatorial (Belém — PA) e de fonte
ambiental (Vitéria — ES).

6.2.1Teste de Toxicidade do Agente Neutralizante

Potencial dificuldade encontrada no estudo envolvendo a neutralizagao
quimica de agentes biocidas € a avaliagdo da toxicidade. Muitos desses agentes
apresentam-se naturalmente toxicos a alguns microrganismos, sendo os efeitos mais
caracteristicamente demonstrados: Biosulfato (bactérias nao formadoras de
esporos), Glicina (crescimento microbiano), Tioglicolato (Staphylococcus spp. e
esporos) e Tiossulfato (Staphylococcus spp.) (SUTTON et al., 2002). Desta forma, a
andlise da toxicidade ao agente neutralizante torna-se imprescindivel na medida em
que a recuperacdo dos microrganismos se caracteriza como a principal forma de

avaliagao da eficacia de agentes desinfetantes.

Um neutralizante ndo deve ser téxico aos microrganismos e os produtos
resultantes da neutralizagdo devem ser comumente ndo-toxicos (RUSSELL et al.,
2004), sendo que a inocuidade destes agentes devem ser comprovada evitando-se
resultados falso-negativos. O critério para aceitacdo adotado fundamenta-se na
porcentagem de recuperagao igual ou superior a 70%, requisito imprescindivel para
a aprovacao do agente neutralizante no processo de validagdo. (BOU-CHACRA;
OHARA, 2003; USP 30, 2008).

Neste trabalho, todas as cepas de Mycobacterium spp. estudadas se
apresentaram robustas ao contato em diferentes tempos de exposicao com o0s
diversos agentes neutralizantes, ndao sendo afetadas de forma significante pela
natureza quimica dos compostos, conforme demonstrado abaixo. Redugbes na
contagem final dos microrganismos recuperados estao atreladas a prépria limitacao
e variabilidade da técnica empregada. Em adicdo, nenhum dos agentes

neutralizantes apresentou-se com maior ou menor efeito toxico e/ou eficacia de
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neutralizacdo, sendo todos admitidos como agentes seguros e eficazes para serem

empregados nos testes de avaliagdo desinfetante.

6.2.1.1 Caldo Dey/Engley

Formulado em 1970 pelos cientistas Engley e Dey, este meio de cultura é
amplamente empregado para a neutralizacdo de substancias antissépticas e
desinfetantes, principalmente quando amostras ambientais estdo envolvidas, sendo
recomendado pelo Compendium for the Microbiological Examination of Foods
(American Public Health Association — APHA). Apresenta-se com amplo espectro
sobre agentes quimicos desinfetantes e antissépticos como: mercuriais, iodo,
preparacdes a base de cloro, compostos de amonio quaternario, fendis, aldeidos etc.
(Becton & Dickinson, 2006).

Os resultados apresentados na Tabela 12 apresentam a alta compatibilidade
deste agente neutralizante com as cepas de micobactérias submetidas ao desafio,
ndo demonstrando nenhuma reducao significativa na contagem dos microrganismos
recuperados. Ademais, o fato dos agentes neutralizantes serem amplamente
empregados nas industrias farmacéuticas e cosméticas, nao implica que os mesmos
se apresentem compativeis com todas as células microbianas, sendo necessario
este tipo de avaliacao.

Variavelmente, como para todos o0s agentes neutralizantes, ndo houve
resultado uniforme na recuperagdo dos microrganismos quanto a condicao de maior
ou menor tempo de exposicao. Os resultados se apresentaram como acima do limite
minimo preconizado de 70%, em todos os testes, inclusive na avaliacdo da atividade
neutralizante (item 6.2.2).
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Tabela 12 — Contagem do numero de Unidades Formadoras de Col6nias de cepas
de Mycobacterium spp. antes e apds a exposicdao ao Caldo Dey/Engley
por 5, 10, 15 e 20 minutos.

Tempos de
> = UFC/mL UFC/mL
Cepas Ex(pn‘:if"%“ Inicial Final
5 1,2x 10’ 1,0 x 10’
5 10 1,2x 10’ 1,1 x 107
me* 195 15 1,2x 107 1,0 x 107
20 1,2x 10’ 1,2x 107
5 1,3x 10’ 1,1 x 107
10 1,3x 10’ 1,0 x 10’
CCUG 48898 15 1,3x 10’ 1,2x 10’
20 1,3x 10’ 1,0 x 10’
5 1,3x 10’ 1,1 x 10’
10 1,3x 10’ 1,3x 10’
MG3-6 15 1,3x 107 1,3x 107
20 1,3x 10’ 1,2x 107
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
10 1,2x 10’ 1,1 x 107
B67 15 1,2x 10’ 1,2x 107
20 1,2x 10’ 1,1 x 107
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
B31 10 1,2x 10’ 1,2x 10’
15 1,2x 10’ 1,2x 10’
20 1,2x 10’ 1,2x 10’
5 1,3x 10’ 1,3x 10’
10 1,3x 10’ 1,1 x 107
INCQS 594 15 1,3x 10’ 1,1 x 107
20 1,3x 10’ 1,2x 107

Média de triplicata de amostras.

Legenda: mc? 155: Mycobacterium smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MG3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)
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6.2.1.2 Sulfito de Sédio 0,1%

Este agente, juntamente, com outros sulfitos (Sulfito de Potéssio, Sulfito de
Amoénio, Biossulfito de Sodio, Bissulfito de Amonio, Metabissulfito de Sdédio e
Metabissulfito de Potassio) sdo amplamente recomendados pela Food and Drug
Administration (FDA) para serem empregados em formulagdes cosméticas. Em
testes “in vivo” empregando cobaios (camundongos, ratos, hamsters e coelhos) ndo
foram evidenciados efeitos toxicos ou reacdes de irritacao e sensibilizacdo em testes

clinicos para os agentes apresentados acima (NAIR; ELMORE, 2003).

A Tabela 13 apresenta o numero de microrganismos recuperados apds o
contato com este agente neutralizante em diferentes tempos de exposi¢cdo. Os
resultados encontrados para este teste ndo sao compativeis com a demonstracao de
toxicidade do agente que poderia ser visualizado com baixa viabilidade/recuperacéo

das células microbianas.




6. Resultados e Discussao 143

Tabela 13 — Contagem do numero de Unidades Formadoras de Col6nias de cepas
de Mycobacterium spp. antes e apos a exposicao ao Sulfito de Sodio
0,1% por 5, 10, 15 e 20 minutos.

Tempos de
> = UFC/mL UFC/mL
Cepas Ex(pn‘:if"%“ Inicial Final
5 1,2x 10’ 1,2x 10’
’ 10 1,2x 10’ 1,1 x 107
me* 195 15 1,2x 107 1,2 x 107
20 1,2x 10’ 1,2x 107
5 1,3x 10’ 1,1 x 107
10 1,3x 10’ 1,1 x 10’
CCUG 48898 15 1,3x 10’ 1,1 x 10’
20 1,3x 10’ 1,2x 10’
5 1,3x 10’ 1,2x 10’
10 1,3x 10’ 1,2x 10’
MG3-6 15 1,3x 107 1,3x 107
20 1,3x 10’ 1,1 x 107
5 1,2x 10’ 1,2x 10’
10 1,2x 10’ 1,2x 107
B67 15 1,2x 10’ 1,1 x 107
20 1,2x 10’ 1,2x 107
5 1,2x 10’ 1,0 x 10’
10 1,2x 10’ 1,2x 10’
B3 15 1,2x 10’ 1,1 x 10’
20 1,2x 10’ 1,2x 10’
5 1,3x 10’ 1,1 x 10’
10 1,3x 10’ 1,1 x 107
INCQS 594 15 1,3x 10’ 1,3x 10’
20 1,3x 10’ 1,2x 107

Média de triplicata de amostras.

Legenda: mc? 155: Mycobacterium smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MG3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)
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6.2.1.3 Polissorbato 80 0,5% — Lecitina 0,07%

A combinagdo entre as substancias neutralizantes Polissorbato e Lecitina
constitui-se um dos sistemas de neutralizagdo de agentes quimicos mais
empregados na industria de produtos farmacéuticos e cosméticos, considerando a
compatibilidade com vasta gama de microrganismos, quer sejam bactérias Gram-
positivas ou Gram-negativas. Entretanto, em estudo realizado por Sutton e
colaboradores (2002), foi demonstrado consideravel efeito téxico da combinacao

destes agentes frente a cepa de Escherichia coli ATCC 11229.

A Tabela 14 apresenta os resultados referentes ao contato entre o agente
neutralizante e as cepas de Mycobacterium spp., nao influenciando a perda/redugéao
da recuperagéao destas.
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Tabela 14 — Contagem do numero de Unidades Formadoras de Col6nias de cepas
de Mycobacterium spp. antes e apds a exposicao ao Polissorbato 80
0,5% — Lecitina 0,07% por 5, 10, 15 e 20 minutos.

Tempos de

> = UFC/mL UFC/mL
Cepas Ex(pn‘:if"%“ Inicial Final

5 1,2x 10’ 1,2x 10’

5 10 1,2x 10’ 1,1 x 107

me* 195 15 1,2x 107 1.1 x 107

20 1,2x 10’ 1,1 x 107

5 1,3x 10’ 1,2x 10’

10 1,3x 10’ 1,1 x 107

CCUG 48898 15 1,3x 10’ 1,1 x 107

20 1,3x 10’ 1,2x 10’

5 1,3x 10’ 1,2x 10’

10 1,3x 10’ 1,2x 107

MG3-6 15 1,3x 107 1,3x 107

20 1,3x 10’ 1,3x 10’

5 1,2x 10’ 1,1 x 107

10 1,2x 10’ 1,2x 107

B67 15 1,2x 10’ 1,1 x 10’

20 1,2x 10’ 1,2x 10’

5 1,2x 10’ 1,0 x 107

10 1,2x 10’ 1,1 x 10’

B3 15 1,2x 10’ 1,3x 10’

20 1,2x 10’ 1,0 x 107

5 1,3x 10’ 1,3x 10’

10 1,3x 10’ 1,1 x 107

INCQS 594 15 1,3x 10’ 1,2x 107

20 1,3x 10’ 1,2x 107

Média de triplicata de amostras.

Legenda: mc? 155: Mycobacterium smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MGS3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)
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6.2.1.4 Polissorbato 80 0,5%

De semelhante forma ao item anterior, com o emprego de apenas
Polissorbato como agente neutralizador também nao foi demonstrada nenhuma

perda da viabilidade celular das cepas estudadas (Tabela 15).

Tabela 15 — Contagem do numero de Unidades Formadoras de Col6nias de cepas
de Mycobacterium spp. antes e apds a exposi¢cao ao Polissorbato 80
0,5% por 5, 10, 15 e 20 minutos.

Tempos de
> = UFC/mL UFC/mL
Cepas Ex(pn‘:isn'%“ Inicial Final
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
5 10 1,2x 10’ 1,1 x 10’
me* 155 15 1,2x 107 1,2x 107
20 1,2x 10’ 1,1 x 10’
5 1,3x 10’ 1,3x 10’
10 1,3x 10’ 1,1 x 10’
CCUG 48898 15 1,3x 10’ 1,2x 107
20 1,3x 10’ 1,2x 107
5 1,3x 10’ 1,0 x 10’
10 1,3x 10’ 1,2x 107
MG3-6 15 1,3x 107 1,1 x 107
20 1,3x 10’ 1,1 x 10’
5 1,2x 10’ 1,2x 10’
10 1,2x 10’ 1,2x 10’
B67 15 1,2x 10’ 1,1 x 10’
20 1,2x 10’ 1,1 x 10’
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
10 1,2x 10’ 1,0 x 107
B3 15 1,2x 10’ 1,2x 107
20 1,2x 10’ 1,1 x 107
5 1,3x 10’ 1,1 x 10’
10 1,3x 10’ 1,3x 10’
INCQS 594 15 1,3x 10’ 1,1 x 107
20 1,3x 10’ 1,2x 10’

Média de triplicata de amostras.

Legenda: mc® 155: Mycobacterium smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MGS3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)
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6.2.1.5 Soro de Cavalo

O emprego de matéria organica nos testes envolvendo a eficacia de agentes
desinfetantes na dependéncia da quantidade utilizada, pode se constituir em fator de
dificuldade para a avaliacdo da eficacia dos biocidas estudados, simulando uma
situacdo de pior caso. Entretanto, estes agentes neutralizantes apresentam grande
compatibilidade com inumeros tipos de células e em nossos estudos nao apresentou
nenhum efeito que se constituisse em reducdo da viabilidade das cepas de

Mycobacterium spp., isoladas ou ndo de surto, conforme apresentadas na Tabela 16.
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Tabela 16 — Contagem do numero de Unidades Formadoras de Col6nias de cepas
de Mycobacterium spp. antes e apds a exposicao ao Soro de Cavalo
por 5, 10, 15 e 20 minutos.

Tempos de

> = UFC/mL UFC/mL
Cepas Ex(pn‘:if"%“ Inicial Final

5 1,2x 10’ 1,1 x 10’

5 10 1,2x 10’ 1,2x 10’

me* 195 15 1,2x 107 1.1 x 107

20 1,2x 10’ 1,1 x 107

5 1,3x 10’ 1,1 x 10’

10 1,3x 10’ 1,0 x 107

CCUG 48898 15 1,3x 10’ 1,1 x 107

20 1,3x 10’ 1,3x 10’

5 1,3x 10’ 1,1 x 10’

10 1,3x 10’ 1,1 x 107

MG3-6 15 1,3x 107 1,2x 107

20 1,3x 10’ 1,1 x 107

5 1,2x 10’ 1,0 x 107

10 1,2x 10’ 1,1 x 107

B67 15 1,2x 10’ 1,1 x 10’

20 1,2x 10’ 1,1 x 10’

5 1,2x 10’ 1,1 x 10’

10 1,2x 10’ 1,1 x 10’

B3 15 1,2x 10’ 1,0 x 107

20 1,2x 10’ 1,0 x 107

5 1,3x 10’ 1,2x 10’

10 1,3x 10’ 1,1 x 107

INCQS 594 15 1,3x 10’ 1,1 x 107

20 1,3x 10’ 1,2x 107

Média de triplicata de amostras.

Legenda: mc? 155: Mycobacterium smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MGS3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)
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6.2.2 Avaliacao da Eficacia do Agente Neutralizante

Como um componente essencial de cada teste para avaliagdo da eficacia de
desinfetantes, a validagdo da remocédo ou neutralizacdo de qualquer residuo de
agente quimico torna-se consideravelmente significante (HUGO; RUSSELL, 2004).
Eliminando-se o efeito residual, resultados falso-positivos podem ser evitados. Desta
forma, permite-se que, em etapas posteriores, 0s microrganismos possam ser

recuperados devidamente.

Conforme o método descrito por Sutton e colaboradores (2002), a eficacia dos
agentes neutralizantes deve ser realizada em diferentes tempos de exposigcao, de
forma semelhante ao estudo de toxicidade. A realizacdo deste teste é recomendada
para qualquer agente desinfetante/esterilizante.

Os resultados de eficacia do agente neutralizante Caldo Dey/Engley frente a
solugdo de Glutaraldeido 2%, Acido Peracético 0,2% e Peréxido de Hidrogénio 35%

séo apresentados a seguir, nas Tabelas 17, 18 e 19, respectivamente.
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6.2.2.1 Caldo Dey/Engley

— Glutaraldeido 2%:

Tabela 17 — Contagem do numero de Unidades Formadoras de Coldnias de cepas
de Mycobacterium spp. antes e apds a exposicdo ao Caldo D/E e
Glutaraldeido 2% por 5, 10, 15 e 20 minutos.

Tempos de

(min.)
5 1,2x 10’ T1x107
2 10 1,2x 10’ 1,2x 107
mc“ 155 15 1,2x 107 12x107
20 1,2x 10 1,3x 10’
5 1,3x 10’ 1,2x 10"
10 1,3x 10’ 1,3x 107
CCUG 48898 5 ax 10’ o
20 1,3 x 10 1,2x 107
5 1,3x 10’ T1x10
10 1,3x 10 1,3x 107
MG 15 1,3x 10 1,2x 107
20 1,3x 10’ 1,2x 107
S 1,2x 10’ 1,2x 10’
10 1,2x 10’ 1,1 x 107
o7 15 1,2x 10’ 1,1 x 107
20 1,2x 107 1,0 x 107
S 1,2x 10’ 1,1 x 10’
10 1,2x 10’ 1,1 x 10
. 15 1,2x 107 1,1 x 107
20 1,2x 10 1,0 x 107
o 1,3x 10’ 1,2x 10
10 1,3x 107 1,2x 107
INCQS 594 5 ot e
20 1,3x 10’ 1,1 x 107

Média de triplicata de amostras.

Legenda: mc® 155: Mycobacterium smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MGS3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)
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— Acido Peracético 0,2%:

Tabela 18 — Contagem do nimero de Unidades Formadoras de Col6nias de cepas
de Mycobacterium spp. antes e apés a exposicao ao Caldo D/E e Acido
Peracético 0,2% por 5, 10, 15 e 20 minutos.

Tempos de
> = UFC/mL UFC/mL
Cepas Ex(pn‘:if"%“ Inicial Final
5 1,2x 10’ 1,3x 10’
5 10 1,2x 10’ 1,2x 107
me* 195 15 1,2x 107 1.1 x 107
20 1,2x 10’ 1,3x 10’
5 1,3x 10’ 1,0 x 10’
10 1,3x 10’ 1,1 x 10’
CCUG 48898 15 1,3x 10’ 1,2x 10’
20 1,3x 10’ 1,1 x 10’
5 1,3x 10’ 1,1 x 10’
10 1,3x 10’ 1,3x 10’
MG3-6 15 1,3x 107 1,0 x 107
20 1,3x 10’ 1,1 x 107
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
10 1,2x 10’ 1,1 x 107
B67 15 1,2x 10’ 1,0 x 107
20 1,2x 10’ 1,0 x 107
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
10 1,2x 10’ 1,2x 10’
B3 15 1,2x 10’ 1,2x 10’
20 1,2x 10’ 1,1 x 107
5 1,3x 10’ 1,1 x 10’
10 1,3x 10’ 1,2x 10’
INCQS 594 15 1,3x 10’ 1,0 x 107
20 1,3x 10’ 1,0 x 107

Média de triplicata de amostras.

Legenda: mc® 155: Mycobacterium smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MGS3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)
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— Peréxido de Hidrogénio 35%:

Tabela 19 — Contagem do numero de Unidades Formadoras de Col6nias de cepas
de Mycobacterium spp. antes e apods a exposicdo ao Caldo D/E e
Perdxido de Hidrogénio 35% por 5, 10, 15 e 20 minutos.

Tempos de
> = UFC/mL UFC/mL
Cepas Ex(pn‘:if"%“ Inicial Final
5 1,2x 10’ 1,2x 10’
5 10 1,2x 10’ 1,3x 107
me® 155 15 1.2 x 107 1.1 x 107
20 1,2x 10’ 1,1 x 107
5 1,3x 10’ 1,3x 10’
10 1,3x 10’ 1,3x 10’
CCUG 48898 15 1,3x 10’ 1,1 x 10’
20 1,3x 10’ 1,1 x 10’
5 1,3x 10’ 1,2x 10’
10 1,3x 10’ 1,2x 10’
MG3-6 15 1,3x 107 1,3x 107
20 1,3x 10’ 1,2x 107
5 1,2x 10’ 1,2x 10’
10 1,2x 10’ 1,2x 107
B67 15 1,2x 10’ 1,2x 107
20 1,2x 10’ 1,1 x 10’
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
10 1,2x 10’ 1,2x 10’
B3 15 1,2x 10’ 1,2x 10’
20 1,2x 10’ 1,1 x 107
5 1,3x 10’ 1,3x 10’
10 1,3x 10’ 1,3x 10’
INCQS 594 15 1,3x 10’ 1,2x 107
20 1,3x 10’ 1,3x 10’

Média de triplicata de amostras.

Legenda: mc® 155: Mycobacterium smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MGS3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)
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Estudo realizado por Sutton e colaboradores (2002), demonstrou que a
atividade de neutralizagdo do Caldo D/E sobre aldeidos, compostos de amdnio
quaternario, alcoois, fendis e compostos a base de cloro foi superior a outros
neutralizantes como Caldo AOAC, Caldo Letheen, Caldo de Tioglicolato, Caldo
Peptona de Caseina com Polissorbato 20 e Caldo Peptona de Caseina com

Polissorbato 80 e Lecitina.

Diante dos resultados apresentados nas Tabelas 17, 18 e 19 e dos obtidos
nos estudos de toxicidade (item 6.2.1), o Caldo D/E se constituira como agente
neutralizante para os estudos de avaliagdo da eficacia de desinfetante
(Glutaraldeido, Acido Peracético e Peréxido de Hidrogénio) em suspensio,

empregando estes microrganismos-teste.
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6.2.2.2 Sulfito de Sédio 0,1%

Anteriormente avaliado como substancia ndo toxica as cepas de
Mycobacterium spp. empregadas neste trabalho, o agente constituido de Sulfito de
Sodio demonstrou acado neutralizante compativel como o0s desinfetantes
Glutaraldeido, Acido Peracético e Peréxido de Hidrogénio, nas concentracdes
propostas pelos fabricantes. Os resultados podem ser observados nas Tabelas 20,

21 e 22, respectivamente.

O agente neutralizante demonstrou eficiente inativacdo, sendo que também
nenhum produto gerado por esta reagdo inviabilizou a recuperagdo das células
microbianas. O mesmo foi empregado no teste Presuntivo, constituindo-se em
composto adicional ao meio de cultura Proskauer-Beck Modificado, envolvendo a

inoculacéo das cepas microbianas em cilindros de porcelana.
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— Glutaraldeido 2%:

Tabela 20 — Contagem do numero de Unidades Formadoras de Col6nias de cepas
de Mycobacterium spp. antes e apos a exposicao ao Sulfito de Sodio
0,1% e Glutaraldeido 2% por 5, 10, 15 e 20 minutos.

Tempos de
> = UFC/mL UFC/mL
Cepas Ex(pn‘:if"%“ Inicial Final
5 1,2x 10’ 1,2x 10’
5 10 1,2x 10’ 1,2x 107
me* 195 15 1,2x 107 1.1 x 107
20 1,2x 10’ 1,2x 107
5 1,3x 10’ 1,2x 10’
10 1,3x 10’ 1,2x 10’
CCUG 48898 15 1,3x 10’ 1,3x 10’
20 1,3x 10’ 1,1 x 10’
5 1,3x 10’ 1,0x 10’
10 1,3x 10’ 1,3x 10’
MG3-6 15 1,3x 107 1,2x 107
20 1,3x 10’ 1,1 x 107
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
10 1,2x 10’ 1,2x 107
B67 15 1,2x 10’ 1,2x 107
20 1,2x 10’ 1,2x 10’
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
10 1,2x 10’ 1,2x 10’
B3 15 1,2x 10’ 1,1 x 107
20 1,2x 10’ 1,2x 107
5 1,3x 10’ 1,1 x 107
10 1,3x 10’ 1,2x 107
INCQS 594 15 1,3x 10’ 1,0 x 107
20 1,3x 10’ 1,1 x 10’

Média de triplicata de amostras.

Legenda: mc® 155: Mycobacterium smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MGS3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)
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— Acido Peracético 0,2%:

Tabela 21 — Contagem do numero de Unidades Formadoras de Col6nias de cepas
de Mycobacterium spp. antes e apds a exposi¢ao ao Sulfito de Sodio
0,1% e Acido Peracético 0,2% por 5, 10, 15 e 20 minutos.

Tempos de
> = UFC/mL UFC/mL
Cepas Exposigao Inicial Final
(min.)
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
5 10 1,2x 10’ 1,2x 107
me* 155 15 1,2x107 1,0x 107
20 1,2x 10’ 1,0 x 107
5 1,3x 10’ 1,2x 10’
10 1,3x 10’ 1,0 x 107
CCUG 48898 15 1,3x 107 1,1 x 107
20 1,3x 10’ 1,1 x 10’
5 1,3x 10’ 1,1 x 10’
10 1,3x 10’ 1,3x 10’
MG3-6 15 1,3x 107 1,2x 107
20 1,3x 10’ 1,2x 10’
5 1,2x 10’ 1,0 x 107
10 1,2x 10’ 1,0 x 10’
B67 15 1,2x 10’ 1,1 x 107
20 1,2x 10’ 1,2x 107
5 1,2x 10’ 1,2x 10’
10 1,2x 10’ 1,0 x 107
B3 15 1,2x 10’ 1,1 x 107
20 1,2x 10’ 1,2x 10’
5 1,3x 10’ 1,3x 10’
10 1,3x 10’ 1,3x 10’
INCQS 594 15 1,3x 10’ 1,2x 10’
20 1,3x 10’ 1,2x 10’

Média de triplicata de amostras.

Legenda: mc® 155: Mycobacterium smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MG3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)
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— Peréxido de Hidrogénio 35%:

Tabela 22 — Contagem do numero de Unidades Formadoras de Col6nias de cepas
de Mycobacterium spp. antes e apos a exposicao ao Sulfito de Sodio
0,1% e Peréxido de Hidrogénio 35% por 5, 10, 15 e 20 minutos.

Tempos de
> = UFC/mL UFC/mL
Cepas Ex(pn‘:if"%“ Inicial Final
5 1,2x 10’ 1,3x 10’
5 10 1,2x 10’ 1,2x 107
me® 155 15 1.2 x 107 1.1 x 107
20 1,2x 10’ 1,2x 107
5 1,3x 10’ 1,3x 10’
10 1,3x 10’ 1,3x 10’
CCUG 48898 15 1,3x 10’ 1,3x 10’
20 1,3x 10’ 1,1 x 10’
5 1,3x 10’ 1,2x 10’
10 1,3x 10’ 1,2x 10’
MG3-6 15 1,3x 107 1,2x 107
20 1,3x 10’ 1,0 x 107
5 1,2x 10’ 1,2x 10’
10 1,2x 10’ 1,1 x 107
B67 15 1,2x 10’ 1,1 x 107
20 1,2x 10’ 1,2x 10’
5 1,2x 10’ 1,3x 10’
10 1,2x 10’ 1,0 x 107
B3 15 1,2x 10’ 1,1 x 107
20 1,2x 10’ 1,2x 107
5 1,3x 10’ 1,2x 10’
10 1,3x 10’ 1,1 x 107
INCQS 594 15 1,3x 10’ 1,0 x 107
20 1,3x 10’ 1,3x 10’

Média de triplicata de amostras.

Legenda: mc® 155: Mycobacterium smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MGS3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)
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A inexisténcia de agente neutralizante universal para os diferentes tipos e
concentragoes de desinfetantes, torna os testes de avaliagdo de eficacia microbicida
bastante oneroso e moroso. Ademais, falhas nos procedimentos envolvendo
manipulacdo e manutencdo da temperatura dos tubos pode possibilitar tanto o
incremento de carga microbiana adicional (contaminagdo), quanto a exibicao
aumentada da agc&o microbicida durante o teste, resultando na ineficacia do agente

neutralizante.

6.2.2.3 Polissorbato 80 0,5% — Lecitina de Soja 0,07%

Estes agentes estdo presentes em meios de cultura recomendados para
deteccao e enumeracao de microrganismos presentes em superficies de importancia
sanitaria. De semelhante forma, placas RODAC (Replicate Organism Detection and
Counting) contendo estes agentes sdo empregadas para monitoramento de
superficies de areas limpas, sistemas de Isoladores e outras areas com controle
ambiental. Quanto a funcao, estes agentes destinam-se a inativagao de residuais de
desinfetantes quando as amostras estao sendo coletadas.

Os resultados de eficacia do agente neutralizante frente a Solugdo Alcodlica
de Digluconato de Clorexidina 0,5% s&o apresentados a seguir (Tabela 23). O
Polissorbato apresentou eficacia neutralizante também para o alcool presente na
formulacdo. Resultados semelhantes foram encontrados por Kampf e colaboradores
(2005) ao avaliarem o efeito de agente neutralizante constituido de Polissorbato 20
4% e Lecitina 4%. Os resultados também demonstraram auséncia de efeito toxico
sobre cepa padréo de E. coli (ACTT 11229).
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Tabela 23 — Contagem do numero de Unidades Formadoras de Col6nias de cepas
de Mycobacterium spp. antes e apds a exposicao ao Polissorbato 80
0,5% — Lecitina 0,07% e Solucao Alcodlica de Digluconato de
Clorexidina 0,5% por 5, 10, 15 e 20 minutos.

Tempos de
> = UFC/mL UFC/mL
Cepas Ex(pn‘:if"%“ Inicial Final
5 1,2x 10’ 1,0 x 107
5 10 1,2x 10’ 1,0 x 107
me® 155 15 1.2 x 107 1.1 x 107
20 1,2x 10’ 1,1 x 107
5 1,3x 10’ 1,2x 10’
10 1,3x 10’ 1,1 x 10’
CCUG 48898 15 1,3x 10’ 1,1 x 10’
20 1,3x 10’ 1,3x 10’
5 1,3x 10’ 1,0 x 10’
10 1,3x 10’ 1,1 x 10’
MG3-6 15 1,3x 107 1,0 x 107
20 1,3x 10’ 1,1 x 107
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
10 1,2x 10’ 1,1 x 107
B67 15 1,2x 10’ 1,1 x 107
20 1,2x 10’ 1,1 x 107
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
B31 10 1,2x 10’ 1,0 x 10’
15 1,2x 10’ 1,0 x 107
20 1,2x 10’ 1,0 x 107
5 1,3x 10’ 1,0 x 10’
10 1,3x 10’ 1,0 x 107
INCQS 594 15 1,3x 10’ 1,1 x 107
20 1,3x 10’ 1,2x 107

Média de triplicata de amostras.

Legenda: mc® 155: Mycobacterium smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MGS3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)
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De semelhante forma, a Tabela 24 apresenta a eficacia neutralizante de
Solugédo Aquosa contendo Clorexidina 0,2%.

Tabela 24 — Contagem do numero de Unidades Formadoras de Col6nias de cepas
de Mycobacterium spp. antes e apds a exposicao ao Polissorbato 80
0,5% — Lecitina 0,07% e Solugao Aquosa de Clorexidina 0,2% por 5, 10,
15 e 20 minutos.

Cenas TEimggis :j UFC/mL UFC/mL
P Fmin% Inicial Final

5 1,2x 10’ 1,1 x 10’

5 10 1,2x 10’ 1,2x 107

me* 195 15 1.2x107 1.2x107

20 1,2x 10’ 1,1 x 10’

5 1,3x 10’ 1,2x 10’

10 1,3x 10’ 1,3x 10’

CCUG 48898 15 1,3x 10’ 1,2x 10’

20 1,3x 10’ 1,2x 10’

5 1,3x 10’ 1,1 x 10’

10 1,3x 10’ 1,3x 10’

MG3-6 15 1,3x 107 1,2x 107

20 1,3x 10’ 1,2x 107

5 1,2x 10’ 1,2x 10’

10 1,2x 10’ 1,1 x 107

B67 15 1,2x 10’ 1,1 x 10’

20 1,2x 10’ 1,2x 10’

5 1,2x 10’ 1,1 x 10’

10 1,2x 10’ 1,0 x 107

B3 15 1,2x 10’ 1,1 x 107

20 1,2x 10’ 1,1 x 107

5 1,3x 10’ 1,2x 10’

10 1,3x 10’ 1,2x 107

INCQS 594 15 1,3x 10’ 1,2x 10’

20 1,3x 10’ 1,3x 10’

Média de triplicata de amostras.

Legenda: mc® 155: Mycobacterium smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MG3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)




6. Resultados e Discussao 161

Apesar de apresentar pouca ou nenhuma atividade sobre micobactérias, a
solugdo contendo Compostos de Amdnio Quaternario se constitui em fator
comparativo para os demais desinfetantes quimicos que podem apresentar
alteragcbes na atividade frente a cepas de isolados clinicos, por exemplo. Os
resultados de eficacia do agente neutralizante (Polissorbato 80 0,5% - Lecitina
0,07%) frente a solugdo de Compostos de Amédnio Quaternario sdo apresentados a
seguir (Tabela 25). Weber e Black (1948) ja recomendavam o uso de lecitina como

agente neutralizante para este agente desinfetante (RUSSELL et al., 2004).

A busca por um agente neutralizante ideal (SUTTON et al., 2002), para os
testes envolvendo suspensdes, torna-se pertinente na medida em que a toxicidade
inerente ao desinfetante € mais evidenciada do que nos testes empregando cilindros,

sejam eles de vidro, metal ou porcelana.
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Tabela 25 — Contagem do numero de Unidades Formadoras de Col6nias de cepas
de Mycobacterium spp. antes e apds a exposicao ao Polissorbato 80
0,5% — Lecitina 0,07% e Compostos de Aménio Quaternario 1,2% por 5,
10, 15 e 20 minutos.

Tempos de
> = UFC/mL UFC/mL
Cepas Ex(pn‘:if"%“ Inicial Final
5 1,2x 10’ 1,0 x 107
5 10 1,2x 10’ 1,0 x 107
me® 155 15 1.2 x 107 1.1 x 107
20 1,2x 10’ 1,1 x 107
5 1,3x 10’ 1,2x 10’
10 1,3x 10’ 1,1 x 10’
CCUG 48898 15 1,3x 10’ 1,1 x 10’
20 1,3x 10’ 1,3x 10’
5 1,3x 10’ 1,0 x 10’
10 1,3x 10’ 1,1 x 10’
MG3-6 15 1,3x 107 1,0 x 107
20 1,3x 10’ 1,1 x 107
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
10 1,2x 10’ 1,1 x 107
B67 15 1,2x 10’ 1,1 x 107
20 1,2x 10’ 1,1 x 107
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
B31 10 1,2x 10’ 1,0 x 10’
15 1,2x 10’ 1,0 x 107
20 1,2x 10’ 1,0 x 107
5 1,3x 10’ 1,0 x 10’
10 1,3x 10’ 1,0 x 107
INCQS 594 15 1,3x 10’ 1,1 x 107
20 1,3x 10’ 1,2x 107

Média de triplicata de amostras.

Legenda: mc® 155: Mycobacterium smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MGS3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)
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6.2.2.4 Polissorbato 80 0,5%

A solugao de Fenol apresenta alta atividade sobre diferentes microrganismos,
inclusive as micobactérias, conforme apresentado no item 2.3. A possibilidade de
efeito residual deste agente poderia se constituir em vantagem frente a aglomerados
microbianos, uma vez que a resisténcia destes esta relacionada a baixa penetragao
e manutencdo dos agentes quimicos de desinfeccao/esterilizacdo na organizacao

fisica dos biofilmes.

Os resultados de eficacia do agente neutralizante frente a solugéo de Fenol
5% sao apresentados a seguir (Tabela 26). A recuperagao da populagédo microbiana
apos o teste foi superior a 70%.
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Tabela 26 — Contagem do numero de Unidades Formadoras de Col6nias de cepas
de Mycobacterium spp. antes e apds a exposicao ao Polissorbato 80
0,5% e Fenol 5% por 5, 10, 15 e 20 minutos.

Tempos de

> = UFC/mL UFC/mL

Cepas Ex(pn‘:if"%“ Inicial Final
5 1,2x 10’ 1,0 x 10’
5 10 1,2x 10’ 1,0 x 107
me* 195 15 1,2x 107 1.1 x 107
20 1,2x 10’ 1,1 x 107
5 1,3x 10’ 1,2x 10’
10 1,3x 10’ 1,1 x 10’
CCUG 48898 15 1,3x 10’ 1,1 x 10’
20 1,3x 10’ 1,3x 10’
5 1,3x 10’ 1,0 x 10’
10 1,3x 10’ 1,1 x 10’
MG3-6 15 1,3x 107 1,0 x 107
20 1,3x 10’ 1,1 x 107
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
10 1,2x 10’ 1,1 x 107
B67 15 1,2x 10’ 1,1 x 107
20 1,2x 10’ 1,1 x 107
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
B31 10 1,2x 10’ 1,0 x 10’
15 1,2x 10’ 1,0 x 107
20 1,2x 10’ 1,0 x 107
5 1,3x 10’ 1,0 x 10’
10 1,3x 10’ 1,0 x 107
INCQS 594 15 1,3x 10’ 1,1 x 107
20 1,3x 10’ 1,2x 107

Média de triplicata de amostras.

Legenda: mc? 155: Mycobacterium smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MG3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)

Os resultados de eficacia do agente neutralizante frente a solugdo de lodo séo
apresentados a seguir (Tabela 27), onde foram evidenciadas completa inativacao
deste e, consequentemente, recuperacao da populagdo microbiana inicial dentro dos
critérios preconizados para este teste.
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Tabela 27 — Contagem do numero de Unidades Formadoras de Col6nias de cepas
de Mycobacterium spp. antes e apds a exposicao ao Polissorbato 80
0,5% e lodo 1% por 5, 10, 15 e 20 minutos.

Tempos de

> = UFC/mL UFC/mL

Cepas Ex(pn‘:if"%“ Inicial Final
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
5 10 1,2x 10’ 1,2x 107
me* 195 15 1,2x 107 1,2 x 107
20 1,2x 10’ 1,3x 107
5 1,3x 10’ 1,2x 10’
10 1,3x 10’ 1,3x 10’
CCUG 48898 15 1,3x 10’ 1,2x 10’
20 1,3x 10’ 1,2x 10’
5 1,3x 10’ 1,1 x 10’
10 1,3x 10’ 1,3x 10’
MG3-6 15 1,3x 10’ 1,2x 107
20 1,3x 10’ 1,2x 107
5 1,2x 10’ 1,2x 10’
10 1,2x 10’ 1,1 x 107
B67 15 1,2x 10’ 1,2x 107
20 1,2x 10’ 1,1 x 107
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
B31 10 1,2x 10’ 1,2x 10’
15 1,2x 10’ 1,0 x 107
20 1,2x 10’ 1,1 x 107
5 1,3x 10’ 1,2x 10’
10 1,3x 10’ 1,2x 10’
INCQS 594 15 1,3x 10’ 1,3x 10’
20 1,3x 10’ 1,1 x 107

Média de triplicata de amostras.

Legenda: mc? 155: Mycobacterium smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MG3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)

Embora pouco empregada como agente desinfetante de artigos médico-
hospitalares, esta substancia possui ampla difusdo e aplicabilidade na desinfeccao

de superficies bidticas, principalmente, em procedimentos ambulatoriais e cirurgicos.
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6.2.2.5 Soro de Cavalo

Preconizado para ser empregado na inativagdo de diferentes agentes
desinfetantes no Teste Confirmatério de Eficacia Tuberculocida, o Soro de Cavalo
também poderia ser empregado no Teste Presuntivo de Eficacia Micobactericida,
Teste de Eficacia Micobactericida em Suspensao e Teste de Eficacia Micobactericida
frente a Biofilmes. Entretanto, este apresenta limitacdo de emprego devido ao seu

alto custo e ampla probabilidade de contaminacao.

Os dados apresentados nas Tabelas 28 a 35 apresentam a eficacia deste

agente neutralizante, vista na recuperacao das células microbianas estudadas.
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Tabela 28 — Contagem do numero de Unidades Formadoras de Col6nias de cepas
de Mycobacterium spp. antes e apos a exposicao ao Soro de Cavalo e
Glutaraldeido 2% por 5, 10, 15 e 20 minutos.

Tempos de

> = UFC/mL UFC/mL

Cepas Ex(pn‘:isn'%“ Inicial Final
5 1,2x 10’ 1,3x 10’
5 10 1,2x 10’ 1,3x 10’
me* 195 15 1,2x 107 1.1 x 107
20 1,2x 10’ 1,2x 107
5 1,3x 10’ 1,1 x 107
10 1,3x 10’ 1,1 x 10’
CCUG 48898 15 1,3x 10’ 1,2x 10’
20 1,3x 10’ 1,2x 10’
5 1,3x 10’ 1,0 x 10’
10 1,3x 10’ 1,3x 10’
MG3-6 15 1,3x 107 1,2x 107
20 1,3x 10’ 1,1 x 107
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
10 1,2x 10’ 1,1 x 107
B67 15 1,2x 10’ 1,2x 107
20 1,2x 10’ 1,1 x 107
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
10 1,2x 10’ 1,2x 10’
B3 15 1,2x 10’ 1,1 x 10’
20 1,2x 10’ 1,2x 10’
5 1,3x 10’ 1,1 x 10’
10 1,3x 10’ 1,2x 10’
INCQS 594 15 1,3x 10’ 1,0 x 107
20 1,3x 10’ 1,1 x 107

Média de triplicata de amostras.

Legenda: mc? 155: Mycobacterium smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MG3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)

Poucos estudos referentes a testes de toxicidade e neutralizacdo séao
encontrados em literaturas cientificas. Muitos argumentos alegam o amplo e
consolidado emprego dos mesmos. Entretanto, a necessidade de realizagéo de tais
estudos é suportada, principalmente, pela variabilidade: das células microbianas,

mesmo sendo cepas da mesma espécie; inter-laboratorial, mesmo com o
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cumprimento e atendimento a todas as variaveis e condigdes do processo;

interpretacao dos resultados, dentre outras (SUTTON et al., 2002).

Tabela 29 — Contagem do numero de Unidades Formadoras de Col6nias de cepas
de Mycobacterium spp. antes e apo6s a exposi¢ao ao Soro de Cavalo e
Acido Peracético 0,2% por 5, 10, 15 e 20 minutos.

Tempos de

> = UFC/mL UFC/mL
Cepas Ex("n?ﬁ:%“ Inicial Final

5 1,2x 10’ 1,2x 10’

5 10 1,2x 10’ 1,1 x 107

me* 155 15 1,2x 107 1,2x 107

20 1,2x 10’ 1,1 x 10’

5 1,3x 10’ 1,3x 10’

10 1,3x 10’ 1,3x 10’

CCUG 48898 15 1,3x 10’ 1,0 x 10’

20 1,3x 10’ 1,1 x 107

5 1,3x 10’ 1,1 x 10’

10 1,3x 10’ 1,2x 107

MG3-6 15 1,3x 107 1,1 x 107

20 1,3x 10’ 1,3x 10’

5 1,2x 10’ 1,0 x 10’

10 1,2x 10’ 1,2x 107

B67 15 1,2x 10’ 1,3x 10’

20 1,2x 10’ 1,2x 10’

5 1,2x 10’ 1,2x 10’

10 1,2x 10’ 1,1 x 10’

B3 15 1,2x 10’ 1,0 x 107

20 1,2x 10’ 1,1 x 107

5 1,3x 10’ 1,0 x 107

10 1,3x 10’ 1,2x 107

INCQS 594 15 1,3x 10’ 1,3x 10’

20 1,3x 10’ 1,2x 10’

Média de triplicata de amostras.

Legenda: mc? 155: Mycobacterium smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MGS3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)
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Tabela 30 — Contagem do numero de Unidades Formadoras de Colbnias de cepas
de Mycobacterium spp. antes e apds a exposicao ao Soro de Cavalo e
Perdxido de Hidrogénio 35% por 5, 10, 15 e 20 minutos.

Tempos de
> = UFC/mL UFC/mL
Cepas Ex(pn‘:if"%“ Inicial Final
5 1,2x 10’ 1,0 x 10’
5 10 1,2x 10’ 1,0 x 107
me* 195 15 1,2x 107 1,2 x 107
20 1,2x 10’ 1,2x 107
5 1,3x 10’ 1,2x 10’
10 1,3x 10’ 1,0 x 10’
CCUG 48898 15 1,3x 10’ 1,2x 10’
20 1,3x 10’ 1,2x 10’
5 1,3x 10’ 1,0 x 10’
10 1,3x 10’ 1,3x 10’
MG3-6 15 1,3x 107 1,2x 107
20 1,3x 10’ 1,1 x 107
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
10 1,2x 10’ 1,0 x 107
B67 15 1,2x 10’ 1,2x 107
20 1,2x 10’ 1,0 x 107
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
10 1,2x 10’ 1,0 x 10’
B3 15 1,2x 10’ 1,1 x 10’
20 1,2x 10’ 1,2x 10’
5 1,3x 10’ 1,0 x 10’
10 1,3x 10’ 1,2x 10’
INCQS 594 15 1,3x 10’ 1,0 x 107
20 1,3x 10’ 1,1 x 107

Média de triplicata de amostras.

Legenda: mc? 155: Mycobacterium smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MG3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)
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Tabela 31 — Contagem do numero de Unidades Formadoras de Colbnias de cepas
de Mycobacterium spp. antes e apos a exposicao ao Soro de Cavalo e
Solucao Alcodlica de Digluconato de Clorexidina 0,5% por 5, 10, 15 e

20 minutos.
Tempos de

> = UFC/mL UFC/mL

Cepas Ex(pn‘:if"%“ Inicial Final
5 1,2x 10’ 1,0 x 107
’ 10 1,2x 10’ 1,2x 107
me* 195 15 1,2x 107 1.3 x 107
20 1,2x 10’ 1,1 x 107
5 1,3x 10’ 1,2x 10’
10 1,3x 10’ 1,3x 10’
CCUG 48898 15 1,3x 10’ 1,1 x 10’
20 1,3x 10’ 1,0 x 10’
5 1,3x 10’ 1,1 x 10’
10 1,3x 10’ 1,2x 10’
MG3-6 15 1,3x 107 1,1 x 107
20 1,3x 10’ 1,3x 10’
5 1,2x 10’ 1,2x 10’
10 1,2x 10’ 1,2x 107
B67 15 1,2x 10’ 1,1 x 107
20 1,2x 10’ 1,0 x 107
5 1,2x 10’ 1,3x 10’
10 1,2x 10’ 1,1 x 10’
B3 15 1,2x 10’ 1,2x 10’
20 1,2x 10’ 1,1 x 107
5 1,3x 10’ 1,3x 10’
10 1,3x 10’ 1,1 x 107
INCQS 594 15 1,3x 10’ 1,1 x 107
20 1,3x 10’ 1,3x 10’

Média de triplicata de amostras.

Legenda: mc® 155: Mycobacterium smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MGS3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)
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Tabela 32 — Contagem do numero de Unidades Formadoras de Col6nias de cepas
de Mycobacterium spp. antes e ap6s a exposicao ao Soro de Cavalo e
Solucao Aquosa de Clorexidina 0,2% por 5, 10, 15 e 20 minutos.

Tempos de
> = UFC/mL UFC/mL
Cepas Ex(pn‘:if"%“ Inicial Final
5 1,2x 10’ 1,3x 10’
5 10 1,2x 10’ 1,3x 10’
me® 155 15 1.2 x 107 1.1 x 107
20 1,2x 10’ 1,2x 107
5 1,3x 10’ 1,1 x 107
10 1,3x 10’ 1,1 x 10’
CCUG 48898 15 1,3x 10’ 1,2x 10’
20 1,3x 10’ 1,2x 10’
5 1,3x 10’ 1,0 x 10’
10 1,3x 10’ 1,3x 10’
MG3-6 15 1,3x 107 1,2x 107
20 1,3x 10’ 1,1 x 107
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
10 1,2x 10’ 1,1 x 107
B67 15 1,2x 10’ 1,2x 107
20 1,2x 10’ 1,1 x 107
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
10 1,2x 10’ 1,2x 10’
B3 15 1,2x 10’ 1,1 x 10’
20 1,2x 10’ 1,2x 10’
5 1,3x 10’ 1,1 x 10’
10 1,3x 10’ 1,2x 10’
INCQS 594 15 1,3x 10’ 1,0 x 107
20 1,3x 10’ 1,1 x 107

Média de triplicata de amostras.

Legenda: mc? 155: Mycobacterium smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MG3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)
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Tabela 33 — Contagem do numero de Unidades Formadoras de Col6nias de cepas
de Mycobacterium spp. antes e ap6s a exposicao ao Soro de Cavalo e
Compostos de Aménio Quaternario 1,2% por 5, 10, 15 e 20 minutos.

Tempos de

> = UFC/mL UFC/mL

Cepas Ex(pn‘:if"%“ Inicial Final
5 1,2x 10’ 1,3x 10’
5 10 1,2x 10’ 1,3x 10’
me* 195 15 1,2x 107 1.1 x 107
20 1,2x 10’ 1,2x 107
5 1,3x 10’ 1,1 x 107
10 1,3x 10’ 1,1 x 10’
CCUG 48898 15 1,3x 10’ 1,2x 10’
20 1,3x 10’ 1,2x 10’
5 1,3x 10’ 1,0 x 10’
10 1,3x 10’ 1,3x 10’
MG3-6 15 1,3x 107 1,2x 107
20 1,3x 10’ 1,1 x 107
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
10 1,2x 10’ 1,1 x 107
B67 15 1,2x 10’ 1,2x 107
20 1,2x 10’ 1,1 x 107
5 1,2x 10’ 1,1 x 10’
10 1,2x 10’ 1,2x 10’
B3 15 1,2x 10’ 1,1 x 10’
20 1,2x 10’ 1,2x 10’
5 1,3x 10’ 1,1 x 10’
10 1,3x 10’ 1,2x 10’
INCQS 594 15 1,3x 10’ 1,0 x 107
20 1,3x 10’ 1,1 x 107

Média de triplicata de amostras.

Legenda: mc? 155: Mycobacterium smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MG3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)
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Tabela 34 — Contagem do numero de Unidades Formadoras de Col6nias de cepas
de Mycobacterium spp. antes e ap6s a exposicao ao Soro de Cavalo e
lodo 1% por 5, 10, 15 e 20 minutos.

Tempos de
> = UFC/mL UFC/mL
Cepas Ex(pn‘:if"%“ Inicial Final
5 1,2x 10’ 1,2x 10’
5 10 1,2x 10’ 1,1 x 107
me* 195 15 1,2x 107 1,2 x 107
20 1,2x 10’ 1,1 x 107
5 1,3x 10’ 1,0 x 10’
10 1,3x 10’ 1,0 x 10’
CCUG 48898 15 1,3x 10’ 1,3x 10’
20 1,3x 10’ 1,2x 10’
5 1,3x 10’ 1,3x 10’
10 1,3x 10’ 1,1 x 10’
MG3-6 15 1,3x 107 1,1 x 107
20 1,3x 10’ 1,2x 107
5 1,2x 10’ 1,2x 10’
10 1,2x 10’ 1,2x 107
B67 15 1,2x 10’ 1,1 x 107
20 1,2x 10’ 1,2x 107
5 1,2x 10’ 1,2x 10’
10 1,2x 10’ 1,1 x 10’
B3 15 1,2x 10’ 1,0 x 107
20 1,2x 10’ 1,1 x 107
5 1,3x 10’ 1,3x 10’
10 1,3x 10’ 1,3x 10’
INCQS 594 15 1,3x 10’ 1,3x 10’
20 1,3x 10’ 1,3x 10’

Média de triplicata de amostras.

Legenda: mc? 155: Mycobacterium smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MG3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)
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Tabela 35 — Contagem do numero de Unidades Formadoras de Col6nias de cepas
de Mycobacterium spp. antes e ap6s a exposicao ao Soro de Cavalo e
Fenol 5% por 5, 10, 15 e 20 minutos.

Tempos de

> = UFC/mL UFC/mL

Cepas Ex(pn‘:isn'%“ Inicial Final
5 1,2x 10’ 1,0 x 10’
5 10 1,2x 10’ 1,2x 107
me® 155 15 1.2 x 107 1.1 x 107
20 1,2x 10’ 1,1 x 107
5 1,3x 10’ 1,2x 10’
10 1,3x 10’ 1,2x 10’
CCUG 48898 15 1,3x 10’ 1,2x 10’
20 1,3x 10’ 1,3x 10’
5 1,3x 10’ 1,1 x 10’
10 1,3x 10’ 1,2x 10’
MG3-6 15 1,3x 107 1,3x 107
20 1,3x 10’ 1,2x 107
5 1,2x 10’ 1,2x 10’
10 1,2x 10’ 1,2x 107
B67 15 1,2x 10’ 1,3x 10’
20 1,2x 10’ 1,2x 107
5 1,2x 10’ 1,2x 10’
10 1,2x 10’ 1,1 x 10’
B3 15 1,2x 10’ 1,0 x 107
20 1,2x 10’ 1,3x 10’
5 1,3x 10’ 1,3x 10’
10 1,3x 10’ 1,2x 10’
INCQS 594 15 1,3x 10’ 1,2x 107
20 1,3x 10’ 1,3x 10’

Média de triplicata de amostras.

Legenda: mc? 155: Mycobacterium smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MG3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)

Os resultados obtidos neste trabalho ndo evidenciaram quaisquer
impedimentos, sejam em testes de toxicidade ou de eficacia neutralizante, para o
emprego destas substancias como agentes quimicos de neutralizagdo. Os testes de
validagdo cumprem com os requisitos de Controle de Qualidade Laboratorial
necessarios para que o0s testes posteriores (Eficacia Micobactericida e
Tuberculocida) apresentem resultados seguros e confiaveis.
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6.2.3 Avaliacao da Eficacia Micobactericida — Teste Quantitativo

A avaliacado da susceptibilidade de cada uma das seis cepas estudadas, em
suspensao, foi obtida através do Tempo de Reducdo Decimal (Valor D)
(Enumeragdo Direta) frente aos oito agentes quimicos (Glutaraldeido, Acido
Peracético, Peroxido de Hidrogénio, Digluconato de Clorexidina, Clorexidina,
Compostos de Aménio Quaternario, lodo e Fenol), tornando possiveis as
comparagdes quanto a susceptibilidade frente a estes agentes (Tabela 36).

Apresentado em minutos, os resultados deste teste permitem inferir o tempo
total de inativacdo dos microrganismos ao multiplicar o valor D encontrado (por
exemplo: 0,30, 0,61 ou 0,90 minutos) pelo numero de ciclos logaritmicos da
populacdo inicialmente ensaiada (1,2 x 10’ = 7 ciclos log). Entretanto, apesar de
muitos resultados apresentarem valor reduzido, nao € possivel determinar
seguramente que 0 microrganismo sera inativado no tempo total encontrado (2,10,
4,27 ou 6,3 minutos), uma vez que 0S organismos expostos a agentes letais nao
morrem todos simultaneamente — o seu numero decresce exponencialmente com o
tempo de exposicdo, sendo que a auséncia total dos microrganismos viaveis

somente ocorrera em tempo infinito de exposicao ao agente (PINTO et al., 2000).
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Tabela 36 — Tempo de Reducdao Decimal, em minutos, das espécies de
micobactérias isoladas de surto e fonte ambiental frente a
desinfetantes quimicos distintos.

Agentes Quimicos

Cepas
GLT APE PEH DCL CLX QAC 1IOD FEN

mc? 155 0,30 030 0,30 70,13 73,40 79,84 72,11 0,30
CCuUG 48898 1,01 030 030 72,72 79,34 8562 77,36 0,30
MG3-6 2,85 030 0,30 115,07 125,15 12545 106,43 0,30
B67 098 030 0,30 9544 100,96 105,06 99,86 0,30

B31 549 061 090 119,38 133,73 163,73 111,27 0,57
INCQS 594 526 0,61 0,92 122,21 163,53 159,94 115,69 0,55

Legenda: GLT: Glutaraldeido 2%
APE: Acido Peracético 0,2%
PEH: Peroxido de Hidrogénio 35%
DCL: Digluconato de Clorexidina 0,5%
CLX: Clorexidina 0,2%
QAC: Compostos de Aménio Quaternario 1,2%
IOD: lodo 1%
FEN: Fenol 5%
mc? 155: M. smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MGS3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)

As cepas-padrdo de referéncia M. smegmatis (mc® 155), M. massiliense
(CCUG 48898) e cepa M. abscessus subsp. bolletii nao-surto (B67) apresentaram-se
mais susceptiveis aos agentes desinfetantes: Glutaraldeido, Acido Peracético,
Peréxido de Hidrogénio e Fenol. A ocorréncia de mesma redugé@o pode ser factivel
em tempos menores de exposicdo, tendo em vista 0 pequeno valor de reducao
decimal obtido (0,30 minutos). Quando considerado os demais agentes testados,
estas cepas também demonstraram valores D menores que os demais. Quanto as
cepas isoladas do surto ocorrido em Belém (B31 e INCQS 594) e de fonte ambiental
(MG3-6), a analise dos dados obtidos frente a Glutaraldeido, Acido Peracético,
Perdxido de Hidrogénio e Fenol revelou que estas cepas também eram susceptiveis
a estes agentes, mas com valores D superiores aos das cepas padrao e nao surto,
sendo que o Glutaraldeido demonstrou reducado logaritmica acima de 2 minutos,
sugerindo resisténcia intermedidria e alta para a concentracdo desta solugao,

amplamente empregada na desinfeccao de materiais médico-hospitalares. Este valor
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podera ser confrontado com os resultados obtidos para os testes empregando
cilindros de porcelana como suporte (Presuntivo e Confirmatério), onde o
Glutaraldeido apresentou-se ineficaz na eliminagéo destas cepas.

De semelhante forma, Best e colaboradores (1998) avaliaram a cepa M.
smegmatis TCM 1515 veiculada em suporte de metal, vidro e polipropileno e em
suspensao, frente a solucdo de Glutaraldeido 2% e este apresentou-se altamente
eficaz, reduzindo a populagdo microbiana em 6 ciclos logaritmicos (99,9999%), apds

um minuto de contato.

Apesar dos resultados encontrados, o Glutaraldeido, por sua vez, apresenta
grande eficacia na inativacdo de espécies do género Mycobacterium (RUSSELL,
1982; FRAUD et al., 2001). Entretanto, a variacao da resisténcia entre as cepas
demonstra a diversidade de perfis de susceptibilidade frente a este desinfetante.
Adicionalmente, a verificacdo da real resisténcia das cepas por este método so6
podera ser demonstrada caso permanecam viaveis frente a Teste de Eficacia
Tuberculocida, quando realizados frente @ M. bovis cepa BCG Moreau (AOAC,
1988).

Fraud e colaboradores (2001) avaliaram a resisténcia intrinseca de cepas de
M. chelonae isoladas de recipientes para desinfeccdo de endoscépios contendo
solucdo de Glutaraldeido 2%. A resisténcia aumentada foi obtida empregando
Glutaraldeido 0,5% na presenca de 3 g/L de Soro Bovino, quando nao foram
observadas redugbes logaritmicas (< 1 redu¢do) em 60 minutos de exposicdo ao
agente.

Atividade biocida semelhante entre Glutaraldeido 2% (Cidex®) e Acido
Peracético 1,6% (Perasafe®) foi demonstrada por Vizcaino-Alcaide e colaboradores
(2003) quando os desafiaram contra cepas-padrao de: Mycobacterium fortuitum,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Enterobacter cloacae, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter anitratus, Candida albicans e
esporos de Bacillus subtilis em suspensdo e inoculados em suporte metalico e em
endoscoépio. Entretanto, ndo foi avaliada a atividade biocida destes agentes frente a
isolados clinicos.

Angelillo e colaboradores (1998) avaliaram o efeito biocida entre Glutaraldeido
2% (Asporin®) e Peroxido de Hidrogénio 1% (Virkon®) frente a S. aureus (ATCC
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6538 e AB30), P. aeruginosa (ATCC 15442), Serratia marcenses (ATCC 8100) e C.
albicans (ATCC 10231) inoculados em instrumentos odontolégicos. Os resultados
demonstraram atividade do Glutaraldeido em menos de 1 minuto de exposicéo,
enquanto que para o Virkon® este tempo foi superior a 15 minutos.

Por outro lado, quando em sistemas de biofilme, em presenca de matéria
organica e/ou aderida em uma superficie, espera-se que inumeras cepas de
micobactérias se apresentem como formas bacterianas potencialmente resistentes a
agentes desinfetantes. Considerando algumas caracteristicas inerentes a esses
microrganismos como, por exemplo, a constituicdo de parede e a capacidade de
agregacao celular que também s&o visualizadas em biofilmes, somados a questbes
que facilitam a sua disseminacdo, as micobactérias podem apresentar-se como

agentes altamente infecciosos.

Considerando apenas a solucdo de Perdxido de Hidrogénio 32%, este
mostrou-se efetivo na reducao de teores de endotoxina de E. coli (despirogenizagao)
inoculadas em substrato polimérico (policarbonato), simulando produtos destinados a
area medico-hospitalar (PINTO, 1995).

Dentre os resultados que demonstraram ineficacia na inativacao das cepas de
Mycobacterium, destacam-se os altos valores D de Solugcao Alcodlica de Digluconato
de Clorexidina, Solugdo Aquosa de Clorexidina, Compostos de Amdnio Quaternario
e lodo frente as cepas do surto B31 (119,38 min., 159,94 min., 163,73 min. e 111,27
min.) e INCQS 594 (122,21 min., 163,53 min., 133,94 min. e 115,69 min.),
respectivamente. Apesar de serem considerados agentes biocidas, Clorexidina e
Compostos de Amodnio Quaternario apresentam-se como micobacteriostaticos,
mesmo quando empregados em altas concentragdes (MCDONNELL; RUSSELL,
1999). O emprego destas substancias constitui-se em risco elevado em qualquer
procedimento que requer redugcao de carga microbiana de cepas de Mycobacterium
spp.. Estes ativos podem se apresentar efetivos em concentracées superiores,
entretanto, ndo recomendamos sua utilizacdo nestas circunstancias. Em estudo
realizado por Tiwari e colaboradores (2003), foi demonstrado a ineficacia de cloreto
de benzalconio (Compostos de Aménio Quaternario) frente a cepa de M. abscessus
isolada de 10 pacientes submetidos a terapia intra-articular e periarticular para artrite
e artralgia. Mesmo sendo substituido pelo Center for Disease Control and Prevention

(CDC), em 1975, quatro anos apds o primeiro caso, o uso frequente deste agente
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ainda foi constatado pelos pesquisadores, 0 que possibilitou a ocorréncia de novos
surtos de infeccao.

Experimentos realizados com as seis cepas em sistemas de biofilmes trazem
informacdes adicionais, como visualizados no item 6.5. Estes, por sua vez, poderao
fornecer maiores informagdes quanto a resisténcia desses microrganismos visto que,
a maioria das espécies de bactérias se apresenta distribuida na natureza e
contaminando materiais, superficies etc. na forma de aglomerados celulares,
interagindo com diferentes organismos e até mesmo com a matéria organica
(RUSSELL, 1998).

Apesar da suspensao da esterilizagdo quimica por imersdo, utilizando
agentes esterilizantes liquidos para o instrumental cirdrgico e produtos para saude
(RDC 8, 2009), em todo o pais, ndo € possivel avaliar a eficacia destas medidas
quanto a redugéo do surto, uma vez que, nao foram divulgadas informacdes sobre o
numero de pacientes infectados no ano de 2009. Adicionalmente, também nao foram
divulgados os dados referentes ao estudo validado de eficacia do glutaraldeido na
esterilizacdo de instrumentos hospitalares, especificamente em relacdo a M.
abscessus subsp. bolleti encomendada a Fundagdo Ezequiel Dias (BH), pela
ANVISA, o que poderia suplementar as medidas para o controle de surtos

envolvendo o processamento de matérias médico-hospitalares.

Apb6s dois anos do surto de infecgdes por Micobactérias de Crescimento
Rapido (2006-2008), foram registrados pela ANVISA 78 novos casos suspeitos de
contaminagéo apods procedimentos de videoscopia, sendo estes nos estados do
Amazonas e Rio Grande do Sul. Embora caregca de maiores informacgdes, esta
situagcdo sugere a falta de cumprimento as normas para processamento de materiais
médico-hospitalares (limpeza, desinfeccado, esterilizacdo, acondicionamento e
distribuicdo) e expde a deficiéncia de um sistema para controle de surtos e infec¢des

adversas no pais (O Estado de Sao Paulo, 2010).

Apb6s a emissao de medidas para contencao do surto, realizadas pela Anvisa,
evidéncias de limitagdes no funcionamento dos Centros de Material e Esterilizagdo
puderam ser observadas. O descumprimento das normas de uso dos produtos
desinfetantes/esterilizantes, atrelado a falta de registros e valida¢des dos processos
de limpeza, desinfeccéo e esterilizacdo dos instrumentais cirurgicos pode, de fato,
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ter contribuido para o aumento no niumero de casos. Apesar da obrigatoriedade de
uma Comissdo de Controle de Infeccdo, em cada unidade hospitalar, aquelas de
natureza privada ainda detém a maior aderéncia e cumprimento as determinacdes
governamentais, embora muitos dos casos de infeccdo por MCR tenham ocorrido

em clinicas particulares.

6.3 Método Presuntivo para Avaliacao da Atividade Micobactericida de
Desinfetantes (AOAC, 1988)

6.3.1 Avaliacao da Eficacia Micobactericida

Conforme legislacdo vigente (BRASIL, 1988a), para ser comercializado, o
desinfetante devera apresentar eficacia de inativacdo microbiana nos 20 cilindros
utilizados no teste. Triplicatas de amostras (60 cilindros) foram realizadas, a fim de
aumentar a confiabilidade dos resultados do teste, tendo em vista a complexidade e
abrangéncia das infecgdes envolvendo estas bactérias na promocdo de surtos
infecciosos, em todo o Brasil.

Segundo a norma supracitada, a exibicdo de crescimento microbiano derivado
de apenas um (01) cilindro reprova o desinfetante no teste e, consequentemente,
seu registro e comercializagdo sao restringidos no pais para a inativagdo de
determinados microrganismos. Desta forma, agravantes podem surgir quando ha
suspeita de contaminagdo por M. abscessus subsp. bolletii ou outras MCR,
principalmente, se considerarmos aquelas cuja resisténcia a desinfetantes quimicos
se assemelha as cepas isoladas do surto ocorrido em Belem (B31 e INCQS 594).
Neste caso, ndo se recomenda o emprego destes desinfetantes.

Os resultados obtidos para o teste empregando as seis cepas microbianas
aderidas a suporte de porcelana sao apresentados na Tabela 37, onde foram
realizados testes com 60 cilindros. O fornecimento de dados que comprovem a
eficacia do desinfetante quando os microrganismos se apresentam aderidos a uma
superficie permite inferir que, uma vez sob condi¢des reais de uso, em ambientes
hospitalares, Acido Peracético 0,2%, Perdxido de Hidrogénio 35% e Fenol 5%
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podem se apresentar eficazes na inativagcdo destes microrganismos. Entretanto,
nesta situagéo, o emprego do Fenol n&o é factivel.

Tabela 37 — Teste Presuntivo de Eficacia Micobactericida frente a espécies de
micobactérias isoladas de surto e fonte ambiental.

Agentes Quimicos

Cepas
GLT APE PEH DCL CLX QAC IOD FEN
mc? 155 0/60 0/60 0/60 56/60 60/60 60/60 58/60 0/60
CCUG 48898 0/60 0/60 0/60 58/60 60/60 60/60 60/60 0/60
MG3-6 58/60 0/60 0/60 58/60 58/60 60/60 58/60 0/60
B67 0/60 0/60 0/60 58/60 60/60 60/60 60/60 0/60
B31 60/60 0/60 0/60 60/60 60/60 60/60 60/60 0/60

INCQS 594 60/60 0/60 0/60 60/60 60/60 60/60 60/60 0/60

Legenda: GLT: glutaraldeido 2%
APE: acido peracético 0,2%
PEH: peréxido de hidrogénio 35%
DCL: digluconato de clorexidina 0,5%
CLX: clorexidina 0,2%
QAC: compostos de amdnio quaternério 1,2%
IOD: iodo 1%
FEN: fenol 5%
mc? 155: M. smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG: Culture Collection University of Géteborg
MG3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)

Preocupagbes concernentes ao envolvimento do Glutaraldeido 2% e das
cepas isoladas nos surtos de infecgcbes no pais (B31 e INCQS 594), podem
encontrar certas explicacdes nesses resultados. Embora, muitas falhas possam ser
aventadas a este método de avaliagdo de eficacia bactericida, sendo que muitas
alteragcbes j& foram sugeridas as autoridades competentes para sua
reformulagdo/adequacéo, ainda assim permanece como aquele preconizado e aceito
por instituicbes sanitarias.

Embora amplamente empregado na desinfeccdo de artigos médico-
hospitalares, a ineficacia do agente a base de Glutaraldeido foi nitidamente
encontrada para as cepas isoladas do surto e de fonte ambiental. A atividade do
Glutaraldeido assemelhou-se aquelas obtidas pelos desinfetantes com atividade
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micobacteriostatica (Clorexidina e Compostos de Aménio Quaternario), ou seja, as

cepas apresentaram-se altamente resistentes a sua exposicao.

A proibicdo do uso do Glutaraldeido em carater cautelar e, posteriormente
emergencial, ndo permitiu que alternativas fossem estudadas, sendo a substituicao
imediata pelo Acido Peracético, embora também nao houvesse qualquer teste que

comprovasse sua eficacia frente as cepas do surto, na ocasiao.

Apesar destas e outras medidas, a continuidade da ocorréncia de surtos de
infeccao torna-se bastante factivel, tendo em vista que o processo de diagnostico da
doenca e a notificacdo compulsoria apresentam-se como variaveis limitantes em um

Sistema de Saude ainda carente de medidas efetivas de controle.

Os testes apresentados a seguir (item 6.4) confirmam a auséncia de
atividade do Glutaraldeido 2%, sendo que agora o termo tuberculocida apresenta-se

como norteador da caracterizagao da eficacia dos agentes desinfetantes.

6.4 Método Confirmatério para Avaliacao da Atividade Tuberculocida de
Desinfetantes (AOAC, 1988)

6.4.1 Avaliacao da Eficacia Tuberculocida

Para a demonstracdo de eficacia tuberculocida, o agente desinfetante foi
submetido a teste confirmatério empregando M. bovis cepa BCG Moreau, como
padrao de referéncia em 10 cilindros de porcelana, conforme item 5.2.7. De forma
semelhante ao Teste Presuntivo, também foram realizadas triplicatas de amostras,
totalizando 30 cilindros para cada cepa e cada desinfetante. A eficacia devera ser
demonstrada com a inativacdo de toda a carga do microrganismo presente e

nenhum tubo devera exibir crescimento.

Ap6s o periodo de incubagdo de 60 dias, ndo foi evidenciado nenhum
crescimento para os tubos-teste contendo M. bovis cepa BCG Moreau (Tabela 38),
quando empregados os desinfetantes Glutaraldeido, Acido Peracético, Peréxido de
Hidrogénio e Fenol, podendo ser considerados agentes tuberculocidas. Entretanto, a

exibicdo de crescimento desta cepa pode ser visualizada para os demais agentes
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desinfetantes, ndo sendo recomendado seu emprego onde existe a necessidade de
inativagdo de M. tuberculosis (BELLO-GONZALEZ et al., 2008).

Tabela 38 — Teste Confirmatério de Eficacia Tuberculocida frente a espécies de
micobactérias isoladas de surto e fonte ambiental.

Agentes Quimicos

Cepas
GLT APE PEH DCL CLX QAC I0OD FEN

BGC Moreau 0/30 0/30 0/30 30/30 30/30 30/30 30/30 0/30

mc? 155 0/30 0/30 0/30 28/30 30/30 30/30 30/30 0/30
CCUG 48898 0/30 0/30 0/30 30/30 30/30 30/30 30/30 0/30
MG3-6 30/30 0/30 0/30 30/30 30/30 30/30 30/30 0/30
B67 0/30 0/30 0/30 30/30 30/30 30/30 30/30 0/30

B31 30/30 0/30 0/30 30/30 30/30 30/30 30/30 0/30

INCQS 594 30/30 0/30 0/30 30/30 30/30 30/30 30/30 0/30

Legenda: GLT: glutaraldeido 2%
APE: 4cido peracético 0,2%
PEH: pero6xido de hidrogénio 35%
DCL: digluconato de clorexidina 0,5%
CLX: clorexidina 0,2%
QAC: composto de aménio quaternario 1,2%
IOD: iodo 1%
FEN: fenol 5%
BCG: Bacillus Calmette-Guerin
mc® 155: M. smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MG3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)

Apesar da solucao de Glutaraldeido 2% demonstrar inativacdo de M. bovis
cepa BCG Moreau, o que lhe confere, normativamente, o carater tuberculocida, o
mesmo nao pode ser caracterizado como agente micobactericida, tendo em vista o
resultado de eficacia frente as cepas isoladas do surto (B31 e INCQS 594) e fonte
ambiental (MG3-6).

Outro impasse encontrado para o surto de MCR, especificamente envolvendo
cepas de M. abscessus subsp. bolletii, no Brasil, foi 0 mecanismo de aquisi¢ao da

infeccdo pelos pacientes atrelada a amplitude de disseminagdo em diferentes
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hospitais do pais. Muitas hip6teses foram aventadas e dentre as principais,
destacam-se: desinfetantes contaminados, ineficacia inerente ao Glutaraldeido,
erros de manipulacdo do Glutaraldeido, erros na desinfeccdo dos artigos médico-
hospitalares, reutilizagdo de material de uso Uunico etc. Estas, por sua vez,
apresentam-se com ampla probabilidade de comprovagédo. Entretanto, quanto a
disseminagdo desses microrganismos outras hipdtese foram sugeridas, porém

carecem de dados e ferramentas para qualquer comprovagao conclusiva.

A Policia Civil do Estado do Espirito Santo, no dia 22 de julho deste ano,
indiciou seis médicos, dois diretores e uma enfermeira de dois hospitais do Estado
por crimes contra a Saude Publica e lesdo corporal grave, devido ao surto de
micobactérias, no periodo entre abril e julho de 2007. A acusacao criminal por um
surto de infecgdes hospitalares a profissionais de saude € inédita no pais. Segundo
0s inquéritos, os 106 casos confirmados de infeccdo por MCR ocorreram em
cirurgias por videolaparoscopia. Ainda outros nove inquéritos devem investigar
outros 86 casos adquiridos, no mesmo periodo, em outros nove hospitais da regiao
metropolitana de Vitéria. Segundo os inquéritos, as infeccées foram causadas por
“descaso na organizacado do centro cirurgico, que houve falha no reprocessamento
de material, excesso de cirurgias em um mesmo dia, desinfeccao insuficiente e

reutilizagdo de material descartavel” (O Estado de Sdo Paulo, 2010).

Embora necessitem de avaliagbes e julgamentos, erros em procedimentos
médico-hospitalares sdo comuns em todo o0 mundo. Segundo Mello e colaboradores
(2007), além dos prejuizos causados aos pacientes, os erros médicos apresentam-
se onerosos. Segundo o Instituto de Medicina dos EUA, estima-se que estes erros
custem entre US$ 17 a 29 bilhdes por ano. O estudo também revelou que muitos
desses custos sdo transferidos aos contribuintes e que n&o ha incentivos
econdmicos para a melhoria da seguranga dos pacientes. Tais custos poderiam ser
reduzidos se as organizagcbes de cuidados a saude investissem praticas mais
seguras, sendo o retorno financeiro colhido na forma de redug&o dos custos de mal-
praticas e outras despesas. Também foi constatado que os hospitais absorveram
cerca de dois tercos dos custos adicionais associados com eventos adversos € a
Medicare (Sistema de Seguro de Saude dos Estados Unidos da América), o outro
terco. Esta andlise considera apenas os custos associados com hospitalizagdes
iniciais. Mello e colaboradores, ao projetarem seus estudos, consideraram todos os
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custos que os hospitais poderiam ser obrigados a suportar através do sistema de
responsabilidade civil extracontratual, consulta ambulatorial, hospitalar e despesas
de assisténcia. Os pesquisadores basearam-se em dados de 14.732 registros de 24
hospitais de Utah e Colorado, em 1992. Os registros mostraram que 465 eventos
adversos, dos quais 127 foram atribuidos a negligéncia e o custo total estimado foi
de cerca de US$ 439 milhdes. O custo médio por leséo foi de US$ 58.766 para todos
os eventos adversos e US$ 113.280 para os ferimentos por negligéncia (MELLO et
al., 2007).

Em detrimento do numero de casos de infec¢gées hospitalares, sdo poucos 0s
pacientes infectados que procuram, na Justi¢a, a reparacdo dos danos sofridos. A
relacdo entre o paciente e o hospital € caracterizada pela maioria dos tribunais de
justica como uma prestacédo de servigcos médicos, fundamentando-se no Codigo de
Defesa do Consumidor (CDC) (Lei n? 8.078/90).

O Art. 62 VIII, do CDC reconhece o paciente, aqui denominado consumidor,
como hipossuficiente e transfere aos hospitais a incumbéncia de provar que o fato
gerador do ilicito n&o foi de sua responsabilidade. Como descrito anteriormente, a
propria definicdo de infecgdo hospitalar é a de que “o paciente ndo apresentava, no
momento de sua internacdo, quaisquer formas e sintomas de infeccdo”.
Adicionalmente, o Art. 142 caput, tratando da responsabilidade objetiva do hospital
quando da prestacdo de servicos, afasta a necessidade de prova de impericia,
imprudéncia ou negligéncia. Neste sentido, a instituicdo prestadora do servigo
responde pelo ocorrido, sendo seus profissionais isentos de responsabilidades no
fato. Com a implementacao da Teoria da Responsabilidade Objetiva ou Teoria do
Risco, também pelo novo Cédigo Civil (Lei 10.406/2002), o consumidor brasileiro
passou a combater e defender seus direitos, independentemente do poder
econdmico daquele que o tenha ofendido, fato que pode ser considerado um avango

nos mecanismos de relagdes entre pessoas.
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6.5 Avaliacao da Atividade Micobactericida de Desinfetantes frente a Biofilmes
em Suspensao

Aspecto importante envolvendo a natureza do surto, constituiu-se na
capacidade microbiana de desenvolvimento e sobrevivéncia em sistemas de
biofilmes. Conforme descrito no item 5.2.8, a Figura 43 apresenta diferentes culturas
microbianas que resultaram na massa celular (biofilmes) destinada aos Testes de

Eficacia Micobactericida empregando cilindros de porcelana.

Figura 43 — Sistemas de Biofilmes: (a) M. smegmatis mc® 155; (b) M. massiliense
CCUG 48898; (c) M. abscessus subsp. bolleti (MG3-6); (d) M. abscessus subsp.
bolletii (B67); (e) M. abscessus subsp. bolletii (B31) e (f) M. abscessus subsp. bolletii
(INCQS 594).
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Falkinhan, em 2007, demonstrou o crescimento de biofilmes de M. avium em
superficies de cateteres de poli(cloreto de vinil) plastificado com trioctil trimelitato,
crilonitrila-butadieno-estireno, policarbonato e silicone, com didmetro interno de
0,1cm. Fatores como aderéncia e baixa taxa de crescimento na superficie dos
cateteres contribuiram para que o0s microrganismos isolados do biofilme
apresentassem resisténcia aumentada a claritromicina (100pg) e rifamicina (100pg),
se comparados aqueles isolados de biofilmes em suspensao. Embora tenhamos
adaptado o Teste de Eficacia Micobactericida empregando cilindros de porcelana
para o teste de eficacia de desinfetantes frente a biofilmes, comprovamos que
mesmo exibindo crescimento em suspensao, os microrganismos quando aderidos
apresentam fator de protecdo adicional aqueles do consoércio, independente da
natureza do isolado (Tabela 39). A organizacao fisica dos sistemas de biofilme,
apesar de apresentarem crescimento lento pela diminuicdo do aporte nutricional,
possibilita a formacdo de camadas de microrganismos e/ou lacunas e proporciona
dificuldades de penetracdo aos agentes antimicrobianos e, consequentemente,
diferencas em sua resisténcia (SIMOES et al., 2009).

Os resultados apresentados na Tabela 39 apresentam total auséncia de
atividade biocida dos desinfetantes sobre as cepas de Mycobacterium spp.
estudadas. A formacao em biofilme foi capaz de fornecer protegdo também as cepas
consideradas padrdo (mc® 155 e CCUG). A capacidade limitada dos agentes
desinfetantes sobre determinados microrganismos pode explicar, de certa forma, o
ocorrido no surto de Belém e até mesmo em outros surtos no pais. A agregagao
celular atrelada a falta de atividade biocida sobre microrganismos constituem-se em
fator predisponivel a aquisicdo de resisténcia, sendo que falhas na manipulagéo e

utilizacao destes agentes também podem propiciar e/ou agravar este processo.
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Tabela 39 — Teste de Eficacia Micobactericida frente a biofilmes de espécies de
micobactérias isoladas de surto e fonte ambiental.

Agentes Quimicos

Cepas
GLT APE PEH DCL CLX QAC IOD FEN
mc? 155 60/60 60/60 60/60 60/60 60/60 60/60 60/60 60/60
CCUG 48898 60/60 60/60 60/60 60/60 60/60 60/60 60/60 60/60
MG3-6 60/60 60/60 60/60 60/60 60/60 60/60 60/60 60/60
B67 60/60 60/60 60/60 60/60 60/60 60/60 60/60 60/60
B31 60/60 60/60 60/60 60/60 60/60 60/60 60/60 60/60

INCQS 594 60/60 60/60 60/60 60/60 60/60 60/60 60/60 60/60

Legenda: GLT: glutaraldeido 2%
APE: acido peracético 0,2%
PEH: perdxido de hidrogénio 35%
DCL.: digluconato de clorexidina 0,5%
CLX: clorexidina 0,2%
QAC: compostos de aménio quaternario 1,2%
I0D: iodo 1%
FEN: fenol 5%
mc? 155: M. smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG 48898: Culture Collection University of Géteborg
MG3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitéria — ES)

A capacidade de cepas de Mycobacterium spp. formarem agregados
celulares e biofilmes esta diretamente relacionada a constituicio do ambiente
(sistemas de tratamentos de 4&gua, aquarios, tecidos e 6érgaos humanos,
biomateriais, polimeros etc.), de forcas de interagdo em interface sélido-liquido
(forcas de atracao van der Walls e repulsao eletrostatica) (RIUNAARTS et al., 1999),
producdo de substancia polimérica extracelular (EPS) (ERBEL; SUDARSAN, 2008)
etc. Nos testes de eficacia micobactericida/tuberculocida sao empregados cilindros
de porcelana, diferentemente de outros métodos que utilizam metal, vidro e até
mesmo fios de sutura, no caso dos esporos. Este fato relaciona-se intimamente as
irregularidades de superficie e natureza do material que possibilitam maior aderéncia
a estes microrganismos (AOAC, 1988).

Apesar dos compostos contendo Acido Peracético apresentarem-se como
alternativas aos aldeidos para a desinfeccdo de Alto Nivel pela sua limitada
toxicidade e eficacia antimicrobiana, algumas consideracées devem ser avaliadas.

Loukili e colaboradores (2004) avaliariam o efeito de dois desinfetantes a base de
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aldeido (Cidex® e Endosporine®) e quatro & base de acido peracético (Nu Cidex®,
Anioxyde 1000®, Hydraseptic®, Peralkan®) sobre biofiimes de cepa padrao de E. coli
CIP 54127 aderidos a superficie vitrea. Os resultados demonstraram auséncia de
atividade antimicrobiana dos derivados de aldeidos, Nu Cidex® e Anioxyde 1000%,
sendo que a atividade detergente destes foi considerada fixadora do biofilme.
Hydraseptic® e Peralkan® exibiram atividade semelhante a agua estéril empregada

como controle.

Segundo Costerton e colaboradores (1999), microrganismos em
comunidades de biofilmes sdo naturalmente resistentes a agentes antimicrobianos,
podendo ser considerado fator de preocupacgao adicional a natureza patogénica dos
microrganismos. Esta estrutura comunitaria complexa, onde as células permanecem
unidas por uma matriz extracelular, pode conter exopolissacarideos (EPS), proteinas
e até mesmo acido nucleico (HALL-STOODLEY et al., 2004).

Infecgbes desenvolvidas por biofilmes compartilham caracteristicas clinicas
semelhantes. Biofilmes se desenvolvem preferencialmente em superficies inertes,
em tecidos mortos ou vivos (endocardites) e em itens médicos implantaveis. Esta
conformagdo se desenvolve e produz sintomas de forma lenta. Bactérias sésseis
liberam antigenos que estimulam a producdo de anticorpos, mas estes ndo sao
efetivos contra as bactérias do interior do biofilme e podem causar danos ao
complexo imunolégico ao redor do tecido (Figura 44) (COSTERTON et al., 1999).

Outro importante fator a ser considerado € a possibilidade dos
microrganismos, em biofilme, apresentarem a capacidade de comunicagéo entre as
células, também denominada de quorum sensing (QS). Estudos comprovam que a
expressao de genes cujos produtos estdo envolvidos na sintese da matriz celular é
regulada por quorum sensing (LI et al., 2002; JUHAS et al., 2005; SPOERING;
GILMORE, 2006, SAKURAGI; KOLTER, 2007; PUMBWE et al., 2008).

O papel do quorum sensing na resisténcia biocida ainda ndo esta
relativamente claro (MAH; O'TOOLE, 2001). Trabalhos realizados por Davies e
colaboradores (1998) demonstraram que o sistema de quorum sensing de um
mutante de P. aeruginosa foi capaz de formar biofiimes com estrutura normal. No

entanto, estudos realizados por Brooun e colaboradores mostraram que mutantes
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defeituosos no sistema QS n&o foram afetados, em sua resisténcia, pelos
antimicrobianos (BROOUN et al., 2000).

nAntibiotic Antibody n Planktonic cell @ Biofilm cell “ Phagocyte enzymes |

Figura 44 — Biofilme: a) Bactéria planctdnica pode ser removida por anticorpos,
fagocito e sdo susceptiveis a antimicrobianos; b) Células bacterianas aderidas
formando biofilmes em superficies inertes e comunidades sésseis sao resistentes a
anticorpos, fagocitos e antimicrobianos; c) Fagocitos sdo atraidos para o biofilme; d)
Enzimas fagociticas danificam tecidos em torno do biofime e as bactérias
plancténicas sao liberadas do biofilme. Esta liberagdo pode causar disseminacao e
infecgdo aguda na vizinhanga do tecido.

A resisténcia a antibidticos também se apresenta como uma constante na
terapéutica contra esse tipo de infeccdo (BARRY, 1996). A variabilidade da
resisténcia microbiana permanece como um fator ainda a se desvendar. IniUmeras
alteracdées nos tipos e concentracées de antibidticos sdo testadas até serem
encontradas combinagbes que sejam eficazes na eliminagdo da infecgédo e
restabelecimento da saude do paciente. Infecgbes adquiridas em ambiente
hospitalar, ap6s procedimentos médico-cirdrgicos podem agravar ainda mais o
progndstico. A diversidade e quantidade de microrganismos existentes nestes locais
demonstram a fragilidade dos sistemas de saude, onde o paciente o adentra com

uma patologia e adquire outra, ao longo de sua internacao.
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6.6 Avaliacao da Compatibilidade dos Polimeros com os Processos de
Esterilizacao por Plasma

Em adicdo as questbes envolvendo eficacia esterilizante e presenca de
microrganismos em materiais poliméricos de uso na saude, a compatibilidade
térmica desses materiais abrange a preservacdo de suas caracteristicas fisicas e
quimicas. Desta forma, possiveis alteracoes sdo passiveis de ocorréncia, podendo
limitar ou impedir sua utilizagdo. Ademais, certas alteragées, como o aumento da
rugosidade  superficial, podem favorecer a aderéncia microbiana e,
consequentemente, a formacao de biofilmes e aquisicao de doencas (COSTERTON
et al., 1999).

AlteragGes estruturais em polimeros envolvendo esterilizacdo por radiagao
ionizante foram amplamente estudadas na década de 90 (CLOUGH; SHALABY,
1996; PRUITT; RANGANATHAN, 1997; SHEN et al., 1999; YUE-E et al., 1999), bem
como elétron acelerado (RAVAT et al., 2000; RAVAT et al., 2001). Neste sentido,
tornou-se fundamental a necessidade de investigacdo de métodos alternativos,
dentre eles o plasma, sendo este a principal fonte de esterilizacdo envolvendo,

principalmente, as possiveis alteragdes fisicas e quimicas destes materiais.

O emprego de dois sistemas de plasma (RIE e ICP) utilizando os gases
oxigénio e perdxido de hidrogénio, neste trabalho, nos permite comentar sobre as
principais caracteristicas de ambos, principalmente, no que diz respeito a geracao de
entidades reativas e de como atuariam quando em contato com os polimeros. Alguns
autores descrevem hipoteses que podem elucidar melhor essa questdao (LEROUGE
et al., 2000c; SOLOSHENKO et al., 2002).

Os experimentos de Soloshenko e colaboradores (2002) apresentaram
diversidades possiveis de estados de dissociagdo das moléculas para os sistemas
de plasma que empregam tanto oxigénio quanto perdxido de hidrogénio. Desta
forma, foram relatadas as energias necessarias para o rompimento de ligacoes,
inclusive envolvendo participacao, funcao e distribuicdo eletrénica destes sistemas,
sendo que para o plasma de H>O, a densidade eletronica €, consideravelmente,
superior. Assim, as principais reagbes quimicas envolvidas podem ser resumidas

COMmo segue:
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(O)+H202—>HO°+ H02° (11)
H202 + HO°—> HQO + H02°
H202+ H02°—> H20+02+ HO° (13)

A importancia do papel das espécies reativas contendo oxigénio também foi
minuciosamente estudada por Gaunt e colaboradores (2006) que ressaltaram os
radicais hidroxila (HO®°) como fundamentais na promocao de dano extenso as
ligacbes quimicas. Alguns dados coletados sugerem oxidacao e corrosao (etching)
em nivel estritamente superficial provocadas por espécies reativas contendo O,
(LEROUGE et al., 2000a; LEROUGE et al., 2002). Por outro lado, alteragdes no
interior do polimero, ou seja, em sua massa interna (bulk) parecem nao ocorrer.
Entretanto, ainda ndo ha consenso sobre a aplicabilidade benéfica do plasma
abrangendo os diversos polimeros utilizados na confecgdo de produtos meédico-
hospitalares (GOGOLEWSKI et al., 1996; GOLDMAN; PRUITT, 1998; LEROUGE et
al., 2002).

Apoés intensos estudos, varios autores concordam que o comportamento das
primeiras camadas superficiais pode interferir em aspectos que envolvam a
biocompatibilidade, rugosidade, espessura, hidrofilicidade e lipofilicidade do
polimero. Entretanto, o comportamento da massa interna se relaciona diretamente
com as propriedades fisicas e mecanicas do mesmo, sendo que alteragdes nesse
nivel podem englobar aspectos como o rearranjo das cadeias poliméricas
(rompimento de cadeias, formagédo de ligagbes cruzadas), alteragdes relacionadas
aos aditivos (degradacao), amarelamento e outros (GOGOLEWSKI et al., 1996;
STUART, 1996; GOLDMAN; PRUITT, 1998; MANO; MENDES, 1999; RABELLO,
2000; LEROUGE et al., 2000a; KLAPPERICH et al., 2001; SIDOUNI et al., 2001;
KACZMAREK et al.,, 2002; LEROUGE et al., 2002; AOUINTI et al.,, 20083;
CANEVAROLO Jr, 2004; BORCIA et al., 2004; BORCIA et al., 2004a; TAJIMA;
KOMVOPOULOS, 2006; SVORCIK et al., 2006).

Assim, decisdo acerca da abrangéncia de polimeros estudada foi baseada em
relatos de literatura envolvendo a sensibilidade dos mesmos ao método esterilizante
por radiacéo ionizante (CLOUGH; SHALABY, 1996; PRUITT et al., 1997; SHEN et
al.,, 1999; YUE-E et al., 1999) e feixe de elétrons acelerado (RAVAT et al., 2000;
RAVAT et al., 2001). Desta forma, foram selecionados o poli(cloreto de vinila) (PVC),
polietileno de alta densidade (PEAD), polipropileno (PP), poliuretano (PUR) e o
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policarbonato (PC), cujas férmulas estruturais e/ou principais rotas de sintese estao
apresentadas nas Figuras 23 a 27. Os polimeros utilizados no presente estudo séo
polimeros termoplasticos comumente utilizados na fabricacdo de produtos médico-
hospitalares de uso unico.

Optou-se por utilizar chapas “in natura” dos principais polimeros utilizados na
confecgao de produtos médico-hospitalares, ao invés das préprias pecas. A razao
esta atrelada ao fato de que a maioria das pegas possui configuragdo tubular e/ou
irregular. Desta forma, haveria impedimento do emprego como amostra para alguns
dos métodos analiticos utilizados que requerem superficies lisas e aderentes aos
porta-amostras, além de cumprir também com a padronizacdo da espessura de

todas as chapas, que foi de Tmm.

Adicionalmente, a incorporacdo de diferentes aditivos (plastificantes,
lubrificantes, estabilizantes, pigmentos, cargas, espumantes, antiestaticos,
retardantes de chama, nucleantes, modificadores de impacto, entre outros) ao
processo produtivo de produtos médico-hospitalares, bem como producdo de
polimeros para aplicagbes distintas agregam determinadas caracteristicas fisicas e
mecanicas as pecas confeccionadas (RABELLO, 2000; LEROUGE et al., 2000a).
Estas, por sua vez, constituem-se em substéncias quimicas de naturezas diversas
que proporcionariam interferéncia adicional aos métodos analiticos fisico-quimicos

escolhidos.

s

E preciso ressaltar que a aquisicdo e o0 uso de amostras comerciais
resultaram na falta absoluta de informagdes com relagéo a sintese de tais polimeros
e sua composicao final por parte dos produtores — fato ocorrido na execugcédo do
presente trabalho.

Na investigagcdo do comportamento dos polimeros frente aos processos
empregando plasma, foi necessaria a utilizacdo de técnicas analiticas de
caracterizagao destes materiais em distintos niveis de profundidade, uma vez que
possiveis modificagdes podem afetar tanto suas camadas superficiais como seu
bulk. Adicionalmente, os processos podem desencadear alteragdes, de forma que
comprometam o emprego dos polimeros. Dentre as técnicas adequadas para tal
estudo, citam-se: métodos espectroscopicos, microscopicos, termodindmicos e

outros complementares como métodos bioldgicos (MERRET et al., 2002;
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CANEVAROLO Jr, 2004; USP 29, 2006). No presente trabalho, foram utilizados os
seguintes métodos: Espectroscopia Fotoacustica no Infravermelho com
Transformadas de Fourier (PAS-FTIR), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV),
Perfilometria, microandlise em sistema Energy Dispersive Spectroscopy (EDS) e

Citotoxicidade “in vitro” pelo método de Difusdo em Agar.

As técnicas de espectroscopia vibracional sdo Uteis para o estudo de
alteragdes estruturais em muitos materiais, pois relacionam a interagao da radiacao
eletromagnética com a matéria. A energia ou o comprimento de onda da radiagcao
incidente determina o tipo de transicéo ou interagdo que ocorre entre a radiagéo e a
matéria, sendo basicamente trés processos distintos: Absorgcéo (no infravermelho-
IR), Emisséo (fluorescéncia) e Espalhamento (Raman) (STUART, 1996; STUART,
1997; KAWANO, 2004).

As moléculas apresentam movimento vibracional definido denominado de
vibracdo normal. Radiagdes incidentes com numeros de onda na faixa de 12.800 a
4.000 cm™ (Infravermelho Préximo — NIR) e 4.000 a 400 cm™ (Infravermelho Médio —
MIR) proporcionam interagdes que envolvem vibragdes moleculares do tipo
estiramento de ligacdo, deformagéao angular e torcdo. As vibragdes de estiramento
ainda podem ser do tipo simétrico, antisimétrico, degenerado, em fase, fora de fase e
pulsacao de anel (STUART, 1996; STUART, 1997; KAWANO, 2004).

As frequéncias vibracionais de uma molécula dependem da natureza do
movimento, massa dos atomos, geometria da molécula, natureza das ligagdes
quimicas e ambiente quimico/fisico. Assim, a espectroscopia vibracional torna-se
ferramenta de grande influéncia na identificagdo de grupos funcionais, conformacao
e estrutura de macromoléculas, permitindo a obtengdo do espectro vibracional
completo da molécula (STUART, 1996; STUART, 1997; KAWANO, 2004).

Informagdes acerca de alteracbes poliméricas de diferentes naturezas
ocorridas em polimeros distintos puderam ser esclarecidas através de
espectroscopia vibracional no IR. Oxidagdo em implantes de polietileno de ultra alto
peso molecular (UHMWPE) (CHEN et al., 1999), hidrélise enzimatica em polimeros
biodegradaveis (PAMULA et al., 2001), bem como rompimento de cadeias e
formacgéo de ligagbes cruzadas em compdésitos de colageno e polipropileno (TYAN et
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al., 2003) puderam ser visualizadas através de ferramentas analiticas de

caracterizag&o polimérica.

6.7 Espectroscopia Fotoacustica no Infravermelho com Transformadas de
Fourier (PAS-FTIR)

Para o presente estudo, foi utilizada a Espectroscopia Fotoacustica no
Infravermelho com Transformadas de Fourier (PAS-FTIR), sendo considerado
método indireto de obtencao de espectro vibracional IR da molécula. Equipamentos
modernos agregam fonte de luz, interferometro de Michelson e célula de

amostragem com microfone embutido.

Os espectros obtidos na regido do infravermelho médio podem apresentar
varias bandas, embora cada banda possa ser considerada uma vibra¢do particular
de ligacbes ou grupamentos quimicos. Desta forma, o espectro constitui-se na
impresséo digital da molécula onde, de acordo com cada estrutura, podem ocorrer
bandas em diversas regides (STUART, 1996; STUART, 1997).

Exemplificando, cita-se a regido do estiramento X-H (4.000 e 2.500 cm™),
onde as bandas do estiramento C-H ocorrem na regido do espectro entre 2.970 e
2.850 cm™ (entre 2.965 e 2.880 cm™' para grupamentos CHs e entre 2.930 e 2.860
cm™” para grupamentos CH,), sendo possivel verificar estiramentos simétricos e
antisimétricos para tais ligacées. Para o estiramento N-H de amidas, as bandas
ocorrem na regido de 3.400 a 3.300 cm’', enquanto que para grupamento O-H as
bandas ocorrem entre 3.700 e 3.600 cm'. O estiramento C-H de compostos
aromaticos podem ocorrer na regido 3.100 e 3.000 cm™ (STUART, 1996; STUART,
1997).

Citam-se ainda as bandas na regido do estiramento das ligacdes triplas (2.500
a 2.000 cm™) e ligacdes duplas (2.000 a 1.500 cm™), principalmente, a banda do
grupo carbonila (C=0) que é muito forte e facilmente reconhecida no espectro
infravermelho. Dependendo do tipo de ligacdo adjacente, esta pode se localizar na
regido entre 1.830 e 1.650 cm™. A banda do estiramento C=C é mais fraca e ocorre
em cerca de 1.650 cm™, sendo que aquela referente a ligagdo C=N também ocorre
nesta regiao e € mais forte que a anterior (STUART, 1996; STUART, 1997).
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As bandas observadas entre 1.500 e 400 cm™ representam a maior parte das
frequéncias vibracionais fundamentais, sendo denominadas de “regido de impressao
digital” rica em informacao para todas as moléculas. Nesta regido, a banda referente
ao grupamento C-Cl ocorre em 700 cm’ (KAWANO, 2004; STUART, 1996;
STUART, 1997).

As bandas anteriormente descritas constituiram-se no ponto de partida para
andlise dos espectros obtidos, os quais foram comparados entre si e também com
outros encontrados na literatura (SADTLER, 1985; STUART, 1996; STUART, 1997).
No caso dos polimeros estudados, os espectros obtidos em cerca de 10um de
profundidade para as cinco amostras ndo expostas e as vinte e cinco expostas ao
plasma sob diferentes combinagcbes de parametros podem ser visualizadas nas
Figuras de 45 a 49, sendo agrupadas por tipo de polimero.
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Figura 45 — Espectros de Radiacao Infravermelha obtidos em equipamento BOMEM
PCDA para cinco amostras de PVC (uma nao exposta e quatro expostas) sob quatro
combinagdes de parametros (RIE-O5; RIE-O, + H>05; ICP-0; ; ICP-0O; + H205).

Ao se analisar 0 espectro obtido para a amostra do PVC (Figura 45) nao

exposto ao plasma (MEV) (Figura 50a), verificam-se bandas que foram atribuidas

aos seguintes grupamentos: (1) ombro atribuido ao estiramento C-H de composto

aromatico em 3.020 cm™
(3) estiramento C=0 em frequéncia de 1.732 cm™;
frequéncia de 1.099 cm™ e (5) estiramento C-Cl entre 699 e 617 cm’

: (2) estiramento CH antisimétrico entre 2.916 e 2.842 cm™;

(4) estiramento C-O-C em
' (STUART
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1996; STUART, 1997). O ombro das duas ultimas bandas néo faz parte do espectro
do PVC original (SADTLER, 1985) e poderiam ser atribuidos a moléculas quimicas
adicionadas no processamento como aditivo. O PVC é um polimero que pode
receber diferentes tipos de aditivos e em grandes quantidades, principalmente,
plastificantes que aumentam amplamente sua flexibilidade. Dentre os compostos
quimicos utilizados tém-se os ftalatos, sendo o mais usado o di-2-etil-hexil-ftalato ou
dioctilftalato (DOP) (RABELLO, 2000). Outros autores descrevem ainda que mesmo
polimeros ndao submetidos a qualquer processo de esterilizacdo podem conter certo
grau de oxidacao atribuido principalmente a condicbes de processamento

evidenciando, portanto, tais ligacdes contendo oxigénio (LEROUGE et al., 2000a).

E interessante notar que ao se analisar o espectro do PVC n&o exposto com
os expostos, em nenhuma das condi¢des foram observadas mudancas significativas
nas posicdes e nas intensidades relativas das bandas, sugerindo insignificantes ou
auséncia de alteragées a uma profundidade de cerca de 10um. Ainda para o PVC,
buscou-se a presenca de bandas referentes a outros grupos oxidados como o
estiramento O-H em frequéncia de 3.640 a 3.400 cm™, ndo tendo sido observadas
(STUART, 1996; STUART, 1997).

Kaczmarek e colaboradores (2002) utilizaram plasma de pressao atmosférica
e compararam sua influéncia sobre filmes de PVC purificados frente a exposicao dos
mesmos a radiacdo ultravioleta (UV). Os autores puderam constatar que o plasma
promoveu ampla oxidacao, sendo restrita apenas as primeiras camadas superficiais
do polimero, alterando sua propriedade hidrofilica. Neste estudo, as camadas mais
profundas também foram afetadas devido ndo ao plasma, mas sim pela vasta
oxidacao resultante da radiacdo UV. Em ambos os casos, os fendmenos puderam

ser comprovados por diferentes técnicas, inclusive espectroscopia vibracional.

Para as bandas atribuidas ao espectro IR do PEAD (Figura 46) ndo exposto
ao processo por plasma (Figura 51a) pode-se destacar: (1) estiramento CHa
antisimétrico e simétrico, respectivamente, em 2.927 e 2.857 cm’'; (2) deformacéo
angular CH, em 1.476 cm™ e (3) balango rocking do grupo CH, em 726 cm™
(STUART, 1996; STUART, 1997). Estas bandas apresentam-se similares aquelas
encontradas para as chapas de PEAD expostas sob as quatro condicdes,
pressupondo imperceptiveis ou ausentes modificacées, em profundidade de cerca

de 10um, decorrentes do processo. Adicionalmente, ndo foram encontradas bandas
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referentes a grupos oxidados como estiramento C=0O em frequéncia de 1.830 a
1.650 cm™ e estiramento O-H (3.640 a 3.400 cm™) (STUART, 1996; STUART, 1997),
inferindo a ndo ocorréncia de oxidagdo decorrente do processo por plasma e
auséncia de aditivos contendo grupamentos com ligagdes com oxigénio.
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Figura 46 — Espectros de Radiacao Infravermelha obtidos em equipamento BOMEM
PCDA para cinco amostras de PEAD (uma n&o exposta e quatro expostas) sob
quatro combinagbes de parametros (RIE-Oz; RIE-O2 + HyOp; ICP-Oy; ICP-0O2 +

H205).
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Klapperich e colaboradores (2001), trabalhando com exposig¢éo de polietileno
de ultra alto peso molecular (UHMWPE) sob plasma de Ar, CsFs, CHs € NH4
observaram modificagées que incluiram formacao de ligacdes CF3 e CF,. Entretanto,
tal modificacdo se manteve apenas na superficie dos cupons de 2,5mm de
espessura, evidenciando que o bulk do polimero nao foi afetado. Esses resultados
suportaram achados de Borcia e colaboradores (2004), que observaram oxidagdes e
formacgao de ligagcdo C-O em polimeros que normalmente nao tém oxigénio (PEAD)
ao serem submetidos a plasma de pressdo atmosférica e Descarga por Barreira

Dielétrica (DBD), sendo que a oxidagao foi verificada somente em nivel superficial.

A presenca de grupos oxidados (C=0, C-O, O-C=0) também foi encontrada
em amostras de LDPE expostas a plasma indutivo utilizando gas Ar, sendo que mais
uma vez, tais modificacoes se restringiram a superficie dos pellets expostos e
tiveram sua magnitude aumentada com a proximidade das amostras da fonte
geradora de plasma (TAJIMA; KOMVOPOULQOS, 2006).

Grupos oxidados como peroxido, éster, carbonila, hidroxila, amida e grande
nuamero de ligacdes duplas foram encontrados também para PEAD expostos em
plasma de Ar, sendo que sua concentragdo maxima nao ultrapassou o patamar
superficial de 25nm (SVORCIK et al., 2006).

As bandas atribuidas ao PP (Figura 47) ndo exposto ao processo por plasma
(Figura 52a) se constituiram de: (1) estiramento CH3 antisimétrico e simétrico entre
2.975 e 2.880 cm™ e (2) entre 2.930 e 2.860 cm™ para grupamentos CHy; (3)
deformacdo CHs assimétrica em 1.457 cm™ (PAINTER et al., 1977); (4) deformacao
CHs simétrica em 1.377 cm™, sendo um singleto; (5) twisting do grupo CH, em 1.161
cm™ (STUART, 1996; STUART, 1997); (6) estiramento simétrico C-O-C em 1.000
cm™ e (7) deformagédo angular fora do plano do grupo C-H de benzeno em 972 cm™
(McCARTHY et al., 1997). As duas ultimas bandas ndo fazem parte da molécula do
PP, aparecendo também no espectro do PP nao exposto, pressupondo a presenca
de aditivo contendo tais ligacées ou algum nivel de oxidacao durante o processo
como reportado anteriormente (LEROUGE, 2000a). Visualizou-se ainda a banda em
838 cm™ que se refere ao balanco rocking do grupo CH; (PAINTER et al., 1977). Ao
se comparar tais bandas com aquelas atribuidas as chapas de PP que foram
submetidas ao plasma sob as quatro condicées de parametros estabelecidas, fica

evidente a semelhanca de suas intensidades e posi¢cbes, levando ao
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estabelecimento de modificagdes indetectaveis ou ausentes, em profundidade de
cerca de 10pm, decorrentes do processo por plasma. Nao foram detectadas bandas
referentes a grupos oxidados como estiramento C=O em frequéncia de 1.830 a
1.650 cm™' e estiramento O-H (3.640 a 3.400 cm™") (STUART, 1996; STUART, 1997),
indicando auséncia de oxidagao, decorrente do processo por plasma e, de aditivos

contendo grupamentos com ligagées com oxigénio.
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Figura 47 — Espectros de Radiacao Infravermelha obtidos em equipamento BOMEM
PCDA para cinco amostras de PP (uma n&o exposta e quatro expostas) sob quatro
combinagdes de parametros (RIE-O5; RIE-O, + H205; ICP-0,; ICP-0O; + H205).

Semelhantemente a estudos de alguns autores (SVORCIK et al.,

2006;

TAJIMA; KOMVOPOULQOS, 2006) que trabalharam com polietileno, Strobel e

colaboradores investigaram polipropilenos expostos a diferentes condicbes de

plasma de pressdo atmosférica e UV/Ozbnio. O estudo constatou a presenca de

grupos oxidados (C=0, C-O, O-C=0), sendo que as modificacbes apresentaram-se

rapidas e se restringiram a superficie dos fiimes de 0,4mm de espessura.




6. Resultados e Discussao 204

Adicionalmente, sua concentracdo maxima detectada ndo ultrapassou o patamar
superficial de 4nm (STROBEL et al., 1995). Ainda, a semelhanca de Kaczmarek e
colaboradores que trabalharam com PVC exposto a plasma e radiagdo UV
(KACZMAREK et al., 2002), os resultados de Strobel e colaboradores apontam para
oxidagcdo menos intensa quando o PP também foi exposto a radiacdo UV.
Entretanto, foram atingidas as camadas mais internas, ou seja, o bulk do PP
(STROBEL et al., 1995). Em concordancia, filmes de PP de 100um foram
submetidos a plasma de CO,, tendo sido verificada a oxidacao superficial em
profundidade de 10nm, provocada por fragmentos do gas, principalmente, mondéxido
de carbono, oxigénio atémico e molecular decorrente de recombinagdo (AOUINTI et
al., 2003).

No caso das chapas de PUR (Figura 48 e 53a), o espectro IR obtido em
profundidade de cerca de 10um forneceu as seguintes bandas para o polimero nao
exposto: para o estiramento N-H de amidas, a banda ocorreu na frequéncia de 3.290
cm™; estiramento C-H de composto aromatico em 3.019 cm™; (1) estiramento CH;
antisimétrico e simétrico entre 2.939 e 2.866 cm'; (2) estiramento C=0O em
frequéncia de 1.731 cm’ (STUART, 1996; STUART, 1997; ANDERSON et al., 1998);
(3) deformagdo angular do grupo N-H + estiramento C-N em 1.533 cm™; (4) wagging
de grupos CH, alifaticos em 1.370 cm™; (5) estiramento CN em 1.231 cm’
(McCARTHY et al., 1997); (6) estiramento C-O-C em frequéncia de 1.107 cm’
(LEROUGE et al., 2000a) e (7) deformagao angular fora do plano de grupo C-H em
928 cm’. Estas frequéncias sdo compativeis com dados de literatura para a
molécula de PUR original (SADTLER, 1985). Ao se analisar o padrdo com o obtido
para o PUR exposto sob as quatro condi¢des definidas, mais uma vez observa-se a
semelhanca de suas intensidades e posicoes, levando ao estabelecimento de sutis
ou mesmo ausentes modificagbes decorrentes do processo por plasma. Outras
bandas contendo grupos ligados ao oxigénio como O-H (3.640 a 3.400 cm™) que

evidenciariam possivel oxidagao nao foram encontradas.
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Figura 48 — Espectros de Radiacao Infravermelha obtidos em equipamento BOMEM
PCDA para cinco amostras de PUR (uma nao exposta e quatro expostas) sob quatro
combinagdes de parametros (RIE-O,; RIE-O, + H>0,; ICP-0,; ICP-0O, + H.05).

Lerouge e colaboradores (2000a) relataram diferentes resultados com
cateteres em PUR submetidos a plasma de H>O,. Foi encontrado certo grau de
oxidacao na superficie polimérica empregando espectroscopia fotoeletrdnica de raios
X (XPS). O resultado nédo foi evidenciado quando utilizado outro método —
espectroscopia no infravermelho com transformadas de Fourier (FTIR) e reflectancia

total atenuada (ATR-FTIR). Segundo os autores, isso pode ser explicado devido aos
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diferentes graus de profundidade de penetracao das duas técnicas analiticas: O XPS
atinge cerca de 10nm, limitando-se a superficie polimérica onde as alteracdes
puderam ser detectadas, enquanto o ATR-FTIR atinge a profundidade de 1 a 5um,
portanto, penetra mais profundamente no polimero, sendo este nao alterado por
processos empregando plasma (LEROUGE et al., 2000a; LEROUGE et al., 2002).

Comparativamente, alto nivel de oxidacao com formacao de grupos —OH e
rompimento de cadeias, mesmo sob vacuo, de amostras de PUR termoplastico
foram evidenciados por espectroscopia vibracional (estiramento & 3.500 cm™) em
profundidades atingindo cerca de 150 a 250um (bulk). Entretanto, estas mudancgas
foram ocasionadas por exposicdo em equipamento com feixe de elétrons e foram
tanto mais intensas quanto maior foi a energia incidente, chegando a atingir 500um
(RAVAT et al.,, 2000). Posteriormente, estudo adicional evidenciou através da
mesma técnica taxa de oxidacdo maior com o aumento gradual do fluxo de elétrons,
atingindo profundidades de cerca de 200um, padrdo que nao se repetiu com o
aumento da temperatura, tendo ocasionado o decréscimo da taxa de oxidagdo do
PUR termoplastico estudado (RAVAT et al., 2001).

Finalizando a analise dos polimeros por espectroscopia fotoacustica no
infravermellho com transformadas de Fourier (PAS-FTIR) em profundidade de cerca
de 10um, para as chapas de PC (Figura 49) foram atribuidas as seguintes bandas
(Figura 54a): (1) estiramento C-H de grupo aromético em 3.046 cm™; (2) estiramento
CHs; antisimétrico e simétrico, respectivamente, em 2.969 e 2.878 cm™; (3)
estiramento C=0 em frequéncia de 1.785 cm™'; (4) estiramento de anel em 1.505cm’™
(STUART, 1996; STUART, 1997); (5) estiramento C-O-C na regido entre 1.084 e
1.020 cm™ (LEROUGE et al., 2000a) e (6) deformagdo angular fora do plano do
grupo C-H em 838 cm™ (McCARTHY et al., 1997). Foram comparadas as bandas
obtidas para o PC ndo exposto com as obtidas para as chapas expostas sob as
quatro condi¢des definidas, e, novamente, observa-se semelhante padrdo de
intensidades e posigdes, levando a informacdes relacionadas a insignificantes ou
mesmo ausentes modificacdes decorrentes do processo por plasma. Outras bandas
contendo grupos ligados ao oxigénio como O-H (3.640 a 3.400 cm™') que indicariam

possivel oxidagao ndo foram novamente encontradas.




6. Resultados e Discussao 207

2,0
& 2
o ”
8 10
B
a O
=
5 08
B
-] 4
@ 4
E 02
1 T T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 s00
namero de ondas icm"_‘.
[——FCREQ,] ——PC-RIE-O_+HO,
2,0 2,0 |
1.8 1,8
1,6 1,6
8 14 8 14
:E 1.2 E 12
bil i 3 s
g 10 2 10
B B
w 08 P 0,8
B 0g Y
= =
5 04 § 0,4
E 032 £ 032
0,0 0,0
-0,24 T -0.2 4 T T T T T T T
i[\Dl’J 3500 300 _a oo 20 Dl’J 5 0 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
nimero de ondas (em’) niimero de ondas {cm’)
[——FCICF-0,] ——PCICP-0,+HO,
1.8 ‘
1,6
i g 1.4
2 E 12
z 3
g g 10
8 8
@ o 0.8
k] Z og
b L)
T g 04
z E o2
0,0
T 0,24 T T T T T T T
S0 2500 2000 1500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
nimerc de ondas (cm”) ) nimerc de ondas (cm™)

Figura 49 — Espectros de Radiacao Infravermelha obtidos em equipamento BOMEM
PCDA para cinco amostras de PC (uma nao exposta e quatro expostas) sob quatro
combinagdes de parametros (RIE-O,; RIE-O, + H>0,; ICP-0,; ICP-0O, + H.05).

Achados de Borcia e colaboradores (2004a) evidenciaram oxidacdo em PC e
outros polimeros que possuem oxigénio na estrutura fundamental quando expostos a
plasma de ar ambiente e descarga DBD, com consequente formacgéao de ligagdes C-
0O, C=0 e O-C-0O. Entretanto, esta situagao foi evidenciada somente na superficie
dos polimeros estudados, sendo que a massa destes nao foi afetada. Os dados séo,

portanto, complementares a estudo anterior dos mesmos autores quando
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trabalharam com polimeros que ndo possuem oxigénio na estrutura fundamental
como o PEAD (BORCIA et al., 2004).

Extrapolando para os perfis sem alteragdes significativas encontradas entre
as amostras expostas e ndo expostas para os cinco polimeros estudados, a
explicacédo é concordante com o achado de Lerouge e colaboradores (2000a; 2002).
A profundidade alcancada pela técnica de PAS-FTIR utilizada no presente trabalho
foi de cerca de 10um, sendo esta atribuida a massa do polimero segundo alguns
autores (SOWA et al., 1996; McCARTHY et al., 1997; YANG et al., 2001; AOUINTI et
al., 2003). Assim, os resultados sugerem que ambos os sistemas de plasma e gases
nao promoveram alteragdes internamente ao polimero (bulk), levando-se em conta a
profundidade de cerca de 10um atingida pela analise, suportando grande numero de
pesquisas que mostraram que o plasma atua nas primeiras camadas superficiais de
polimeros (em escala de nm) e outros materiais, seja provocando alteracdes
intencionalmente planejadas para agregar finalidades especificas ou mesmo
indesejaveis (KLAPPERICH et al., 2001; SIDOUNI et al., 2001; KACZMAREK et al.,
2002; AOUINTI et al., 2003; BORCIA et al., 2004; BORCIA et al., 2004a; TAJIMA;
KOMVOPOULOS, 2006; SVORCIK et al., 2006).

Dado importante acerca da profundidade de penetracdo do raio incidente
reside no fato de que a mesma é dependente da velocidade do espelho mével do
interferdmetro. Assim, é possivel obter espectros IR a diferentes profundidades na
mesma amostra, variando a velocidade de deslocamento do espelho, o que
possibilita aplicacdo da técnica tendo em vista o estudo das primeiras camadas
superficiais de materiais (CAHEN, 1980; CIURCZAK, 1999; KAWANO, 2004).

Tal situagéo foi confirmada por Yang e colaboradores (1987) que exploraram
diferentes padroes de velocidade do espelho moével versus nivel de profundidade
atingida pela radiacdo em amostras de algodéo, fibra de vidro tratada, fibras de
poli(tereftalato de etileno) (PET) e um compoésito natural de PVC. Através desse
padrao de variacao, foi possivel investigar inclusive o grau de penetracdo de certos
aditivos nos polimeros escolhidos. O mesmo conceito foi utilizado em investigacao
acerca da profundidade de penetragcdo e distribuicao de aditivos, compostos
sulfonados, em filmes de cerca de 88um de espessura de polietiieno de baixa
densidade (LDPE) tratados com H.SO4 para incrementar sua biocompatibilidade.

Foram utilizadas diferentes velocidades do espelho do interferémetro, possibilitando
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uma varredura superficial e em diferentes profundidades (SOWA et al., 1996). Filmes
de 90um de espessura de borracha de cloropreno foram submetidos a radiagcéo
gama para possibilitar inclusdo de 2-hidroxi-etilmetacrilato, sendo avaliado o grau de
penetracdo do composto usando diferentes velocidades de varredura (YUE-E et al.,
1999). No ambito alimenticio, diferentes perfis de profundidade foram também
demonstrados em estudo envolvendo caracterizagdo de coberturas comestiveis e
presenca de microrganismos em superficies de frutas, correlacionando com

espectros bi-dimensionais (YANG et al., 2001).

Ao se atentar para os espectros obtidos para os cinco polimeros (Figuras 45 a
49), € possivel visualizar interferéncias (ruidos), o que pode ter como causas
variagbes na fonte, na purga da célula, no sinal 6ptico e no detector (KAWANO,
2004).

6.8 Microscopia Eletronica de Varredura e Perfilometria

A técnica de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) tem sido muito
utilizada em conjunto com outras técnicas de caracterizacdo de polimeros e outros
materiais. Ademais, fornecem informacdes valiosas a respeito da morfologia de
inumeros tipos de superficies e subsidios na investigacdo do seu comportamento
frente a situagcbes das mais diferentes naturezas, como efeitos fisicos e morfolégicos
decorrentes de diferenciados processos de tratamento de superficies. Nos estudos
envolvendo biofilmes microbianos, esta técnica permite avaliar a propensdo a
adesao microbiana devido a analise da rugosidade de superficies e, paralelamente,

a conformagéo de uma comunidade microbiana aderida.

A literatura relata algumas aplicacdes desta técnica como, por exemplo, na
investigacao de efeitos fisicos ocasionados na superficie de PEAD e outros
polimeros decorrentes da exposi¢do a plasma de pressédo atmosférica gerado por
descarga DBD (BORCIA et al., 2004), investigagdo do nivel de adeséo celular em
superficies de poli(tereftalato de etileno) (PET) submetido a distintos tratamentos de
superficie (WANG et al., 2005) e estudo de mudancas estruturais em folhas de 40um
de espessura decorrentes da exposicdo a plasma de argénio (SVORCIK et al.,
2006).
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Recentes avancos envolvendo MEV foram relatados por Clode (2006), onde
foi desenvolvido sistema de microscopia utilizando diferentes pressbes de vacuo. Os
resultados elucidaram aspectos que melhoram significativamente a execucao da
técnica analitica e a condigdo dos dados gerados proporcionando, por exemplo, que
a amostra analisada nao precise ser recoberta por camada superficial de metal
condutivo para possibilitar visualizagdo das imagens, bem como melhorando
aspectos relacionados a qualidade das imagens fornecidas pelo equipamento, como

por exemplo, o contraste.

No presente trabalho, observa-se a existéncia de limitacdes para avaliagdo de
sutis diferengas na rugosidade dos polimeros expostos ocasionadas por ambos 0s
sistemas de plasma (RIE e ICP), bem como para ambos os gases (O, e sua mistura
com H>0,) para a maioria das combinacdes, exceto para o PP e o PUR. Neste, por
sua vez, pode ser observado claramente que o maior aumento da rugosidade foi
relacionado ao sistema ICP quando utilizado a mistura gasosa O, + H>O, (Figuras 52
e 53).

As fotomicrografias denotam mudanga visual na rugosidade de todos os
polimeros expostos, em comparagdo com o0s polimeros ndo expostos. Este perfil
padrdo se repetiu nos valores numéricos relativos a Rugosidade meédia (Ra)
coletados por perfilometria para todas as combinacées de parametros de plasma.
(Tabela 40).
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LFF=IFUSF

LFF-IFUSP

Figura 50 — Fotomicrografias do PVC obtidas por MEV. (a) Aumento de 37000 vezes;
(b, c, d, e) aumento de 1000 vezes. a- PVC nao exposto; b- PVC (RIE-Oy); c- PVC
(RIE=O2 + H205); d- PVC (ICP-0y); e- PVC (ICP-0, + H205).
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Figura 51 — Fotomicrografias do PEAD obtidas por MEV. (a) Aumento de 5000
vezes; (b, ¢, d, €) Aumento de 1000 vezes. a- PEAD nao exposto; b- PEAD (RIE-
0O,); c- PEAD (RIE-O2 + H205); d- PEAD (ICP-0,); e- PEAD (ICP-0O> + H20,).
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LFF-1FUSP

Figura 52 — Fotomicrografias do PP obtidas por MEV. (a) Aumento de 37000 vezes;
(b, c, d, ) Aumento de 1000 vezes. a- PP nao exposto; b- PP (RIE-O,); c- PP (RIE-
Oz + H20y); d- PP (ICP-0y); e- PP (ICP-0O2 + H20,).
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Figura 53 — Fotomicrografias do PUR obtidas por MEV. (a) Aumento de 37000
vezes; (b, ¢, d, e) Aumento de 1000 vezes. a- PUR nao exposto; b- PUR (RIE-0O,); c-
PUR (RIE-O2 + H20,); d- PUR (ICP-0,); e- PUR (ICP-O5 + H>0,).
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18xm

LFF - IFUSP

Figura 54 — Fotomicrografias do PC obtidas por MEV. (a, b, ¢, d, ) Aumento de 1000
vezes. a- PC nao exposto; b- PC (RIE-05); ¢c- PC (RIE-O, + H>0,); d- PC (ICP-0y,);
e- PC (lCP—02+ H202).
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Tabela 40 — Resultados relativos a Rugosidade média (Ra) em nanémetros (nm) e a
rugosidade pico a pico (Rt) em nm obtidos para as vinte e cinco
amostras dos distintos polimeros (cinco ndo expostos e vinte expostos)
para as combinagcdes de parametros usadas.

] o . Rugosidade
Polimeros  Condigdes (nzl)l%?és::lci’:?ga) (nm) ngt)) a pico
PVC nao exposto 188 71
PVC - RIE-O, 1236 1109
PVC PVC - RIE-O,+H,0, 1977 1623
PVC — ICP-O, 1756 776
PVC — ICP-O2+H,0, 2883 959
PEAD nao exposto 4437 2277
PEAD — RIE-O, 346 593
PEAD PEAD — RIE-O,+H,0; 445 4640
PEAD — ICP-O, 353 2256
PEAD — ICP-O,+H,0; 540 4048
PP nao exposto 1677 953
PP — RIE-O, 1848 778
PP PP — RIE-O2+H,0; 4052 810
PP — ICP-O, 3017 951
PP — ICP-O,+H,0, 5087 2694
PUR nao exposto 1546 1987
PUR - RIE-O, 3069 606
PUR PUR - RIE-Oy+H,0, 3325 985
PUR - ICP-O; 3380 1650
PUR — ICP-O,+H,0, 5846 928
PC nao exposto 364 104
PC — RIE-O; 2448 683
PC PC — RIE-Ox+H,0, 2612 527
PC - ICP-O; 2581 1702
PC — ICP-O,+H,0; 2720 1525

Legenda: RIE-O, = plasma com acoplamento capacitivo usando gas O,
RIE-O; + H,O; = plasma com acoplamento capacitivo usando mistura de gases O, e H,0,
ICP-O. = plasma de alta densidade com acoplamento indutivo usando gas O-
ICP-O2 + H20, = plasma de alta densidade com acoplamento indutivo usando mistura de gases Oz e H.0,
PVC = poli (cloreto de vinila)
PEAD = polietileno de alta densidade
PP = polipropileno
PUR = poliuretano
PC = policarbonato
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Desta forma, buscou-se correlacionar os resultados numéricos obtidos pela
perfilometria com o panorama visual da microscopia, a fim de se esclarecer a
influéncia de ambos os sistemas de plasma (RIE e ICP), e aquela do O puro e sua
mistura utilizando H2O,, tendo sido entédo verificado um padrdo definido para tais

mudancas.

Na busca por métodos que aumentem a biocompatibilidade de préteses, a
técnica de perfilometria mostrou-se ferramenta util na avaliagdo da rugosidade de
diferentes bioceramicas utilizadas como substrato para o crescimento de células
derivadas de o0ssos humanos, tendo sido verificada sua influéncia na
biocompatibilidade das mesmas, juntamente com as caracteristicas quimicas de tais
substratos (ZREIQAT et al., 1999).

Padrao diferenciado de rugosidade foi encontrado em experimentos de Gorna
e Gogolewski, onde a técnica de perfilometria evidenciou situa¢cées de aumento e
diminuicdo na Rugosidade média (Ra), variando conforme o tipo de gas utilizado na
geracdo de plasma. Para alguns casos, o valor chegou a ser 200% maior do que a
rugosidade inicial (polimeros ndo expostos). Entretanto, os motivos para tal variagao
foram duvidosos, levando os autores a sugerir estudos adicionais (GORNA;
GOGOLEWSKI, 2003).

No presente estudo, ao se comparar a rugosidade média (Ra) das amostras
expostas, pode-se verificar que, considerando ambos os sistemas de plasma, os
maiores valores foram obtidos para o sistema ICP, para ambos os gases (Tabela
40). Este sistema utiliza duas fontes de geragédo de poténcia no interior do reator,
uma superior indutiva (bobina) e outro inferior capacitivo (eletrodo), enquanto que o
sistema RIE utiliza somente o eletrodo capacitivo. Este fato, por sua vez, possibilitou
observar que a poténcia aplicada ao sistema ICP (300 W) quando comparada ao
sistema RIE (150 W) pode ter causado maior magnitude de ataque das entidades
reativas a superficie dos polimeros expostos ao plasma sistema ICP, alterando em
maior nivel a rugosidade dos polimeros. A influéncia do aumento da poténcia de RF
também foi investigada por Soloshenko e colaboradores em estudos de eficacia
esterilizante (SOLOSHENKO et al., 1999).

Por outro lado, quando se considera a influéncia de ambos os gases (Oz puro
e sua mistura utilizando H2O;) verifica-se que a maior alteracdo da rugosidade foi




6. Resultados e Discussao 218

devida a mistura O, + H2O, para todos os polimeros expostos e considerando ambos
os sistemas de plasma (Tabela 40). Provavel explicagdo pode estar atrelada a
potencializagdo do O, pelo H2O,. Esta mistura pode ser capaz de gerar entidades
muito mais reativas (principalmente HO® e HO,®) quando comparadas aquelas
geradas somente por plasma de oxigénio, principalmente, (O), potencializacdo que
também foi verificada em estudos de eficacia esterilizante efetuados por outros
autores (LEROUGE et al., 2000c; SOLOSHENKO et al., 2002).

Em experimento com LDPE submetido a plasma em sistema ICP usando gas
Ar, pressao de 0,5 Torr, poténcia de RF em 1200 W, fluxo de gas em 100 sccm e
tempo de exposicdo de 15min foram obtidos padrées de aumento de rugosidade,
através de Microscopia de Forca Atdbmica (AFM), acompanhando a distancia da
amostra com relacdo a fonte de poténcia (0, 30 e 58 cm) (TAJIMA;
KOMVOPQULQOS, 2006).

Aumento do perfil de rugosidade também foi evidenciado para amostras de
filmes de 5 cm? e 100 ym de espessura de PP expostas em sistema de plasma de
micro-ondas usando gas CO,, poténcia de 60 W e fluxo de gas de 20 sccm. Tais
perfis foram diretamente proporcionais ao tempo de exposi¢cao que variou entre 30s
e 9 min, tendo sido evidenciados por AFM (AOUINTI et al., 2003).

Foi interessante notar na Tabela 40 que o PEAD nao exposto apresentou
Rugosidade média (Ra) de 4.437, portanto, muito superior a rugosidade média dos
polimeros expostos (valores entre 346 e 540), 0 que ndo aconteceu para 0s outros
quatro polimeros, revelando situagdo um tanto incoerente num primeiro momento.
Entretanto, quando se atenta para as fotomicrografias do PEAD n&o exposto e
amostras expostas ao plasma, fica clara a alteragdo da rugosidade dos polimeros
expostos frente ao ndo exposto, sendo que a fotomicrografia mostra ainda grandes
fissuras no PEAD que né&o foi submetido ao processo. Desta forma, considera-se
que podem ter havido limitagdes analiticas no momento do dimensionamento da
Rugosidade média dessa amostra. A ocorréncia de desvio da agulha ao atingir uma
dessas grandes fissuras pode gerar, entdo, um valor que corresponderia a altura do
degrau da fissura e nao das imperfeicées inerentes a rugosidade do material nao
exposto, sendo este valor de cerca de dez vezes maior quando comparado aqueles

obtidos para os polimeros expostos (Tabela 40). Estas consideracbes podem ser
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suportadas por Verdonck em trabalho de pesquisa utilizando perfilometria
(VERDONCK, 1998).

Trabalho de Svorcik e colaboradores ajudou a elucidar a questao apresentada
anteriormente. Folhas de PEAD foram expostas a plasma de Ar e avaliadas quanto a
modificagdes quimicas de superficie (oxidag¢ao), ablacéo, propriedades hidrofilicas e
mudanca no padrdo de rugosidade. Apds crescentes tempos de exposicao variando
entre zero e 400s e poténcia de 1,7W, ocorreu pronunciado aumento na rugosidade
do polimero, proporcional aos tempos de exposi¢do e evidenciado por técnicas de
microscopia eletrébnica de varredura (MEV) e Microscopia de Forca Atémica
(SVORCIK et al., 2006).

Investigando alteragbes superficiais intencionais a fim de melhorar
caracteristicas desejadas, diversos polimeros foram expostos a plasma de pressao
atmosférica e descarga de barreira dielétrica (DBD). Mudancas intensas foram
observadas para todas as amostras, especialmente o PEAD, que sofreu alteracao

em apenas 5s de exposigao (evidenciada por MEV) (BORCIA et al., 2004).

Tais pesquisas suportam a tese de erro analitico, indicando que o PEAD sofre

aumento no padrao de rugosidade apds exposi¢do ao processo por plasma.

Alteragbes na superficie dos polimeros, como o aumento da rugosidade,
favorecem o processo de adesdo microbiana. A propensao para que as bactérias
colonizem superficies é vantajoso do ponto de vista ecolégico, pois 0s
microorganismos especializados em locais especificos incentivam relagbes
simbidticas. A inclinagcao para que as bactérias tornem-se vinculados a superficie é
tao onipresente nos diversos ecossistemas que sugere uma forte sobrevivéncia e/ou
vantagem seletiva para aqueles presentes em superficies sobre o alcance de seus

homologos livres.

Pode haver uma explicacdo dbvia para a adesdo bacteriana, pois o0s
nutrientes em meio aquoso, tendem a concentrar-se junto a uma superficie sélida
(ZOBELL, 1937). Muitas estruturas especializadas e complexas interacdes ligantes
evoluiram nos microrganismos procariotas especificamente para o reconhecimento
da superficie. A formagao de biofilmes constitui-se em outro indicio de apoio a
importancia da adesao microbiana (AN et al., 2000; BOLAND, et al., 2000). Do ponto

de vista evolutivo, a vantagem seletiva de adesao bacteriana tem sido postulada a
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favor da localizagdo da superficie vinculada a populagbes bacterianas
nutricionalmente favoravel, ndo em ambientes hostis. Adicionalmente, fornecem
algum nivel de protecao contra a predagao externa (COSTERTON; LAPPIN-SCOTT,
1995a).

E importante lembrar, entretanto, que o primeiro contato geralmente ocorre
entre 0 organismo e a superficie condicionante e a hidrofobicidade deste pode variar
muito dependendo das moléculas presentes no filme condicionante. Por exemplo,
Wang e colaboradores (1993) demonstraram que a adesdo primaria de
Staphylococcus epidermidis, em discos de polietileno, foi reforcada com a presenca
de superficies ativas (rugosas) e reducao de proteinas plasmaticas adsorvidas em
relacdo ao polietileno n&o revestido. Usando polimetilmetacrilato como substrato,
Herrmann e colaboradores (1998) demonstraram que a adesdo de Staphylococcus
coagulase-negativo foi reforcada quando a superficie foi revestida com varias
proteinas plasmaticas, incluindo fibronectina. Dunne e Burd (1993), no entanto,
forneceram provas de que a fibronectina e fragmentos proteoliticos de fibronectina
produziram reducdo da adesdo de S. epidermidis em superficies revestidas de

plasticos.

A repulséo liquida entre duas superficies pode ser superada pelas interagdes
moleculares especificas mediadas por adesinas localizadas em estruturas que se
estendem desde a superficie da célula, como o pili (AN et al., 2000; BOLAND, et al.,
2000). A longevidade da adesao primaria depende da soma total de todas essas
variaveis, entretanto, a quimica entre as superficies empurra o equilibrio em favor da
adesado ao prever que as substancias organicas em solucao se concentrardao perto
de uma superficie e que os microrganismos tendem a se reunir em ambientes ricos
em nutrientes (ZOBELL, 1937; CARPENTIER; CERF, 1993; COSTERTON et al.,
1995).

A segunda etapa da adesdo € caracterizada pela fixacdo, sendo mediada
molecularmente por adesinas especificas e superficie (AN et al., 2000). Neste ponto,
0s microrganismos nao ligados completamente consolidam o processo de adeséo ao
produzirem um complexo de diferentes exopolimeros e/ou ligantes de receptores
especificos localizados em pili, fimbrias, fibrilas, etc. Na conclusdo da segunda fase,
a adesao se torna irreversivel na auséncia de intervencao fisica ou quimica e o

organismo permanece firmemente aderido a superficie. Além da teoria DLVO usada
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para descrever a adesao microbiana através de interagcbes atrativas (forga de van
der Waals) e repulsivas (eletrostatica) (GARRET et al., 2008), outras teorias tém
sido empregadas em termos de interagbes hidrofobicas/hidrofilicas e osmética
(CHANG; CHANG, 2002) e, até mesmo, analise termodinamica para descrever este
fenémeno (GALLARDO-MORENO et al., 2002).

A composicao heterogénica dos biofilmes, a formacao de microambientes, e
consequentemente, as expressdes genéticas diferenciadas predispbem a
dificuldades adicionais para sua eliminacao (OJHA; HATFULL, 2007). Entretanto,
Kolodkin-Gal e colaboradores (2010), demonstraram que antes da desagregacao do
biofilme de Bacillus subtilis, o préprio microrganismo produz um fator que previne a
formacao deste. O fator foi apresentado como sendo uma mistura de D-aminoacidos
(D-leucina, D-metionina, D-tirosina e D-triptofano) que pode ser ativado em
concentragées nanomolares. O tratamento com D-aminoécidos causa uma liberagao
de fibras amiloides que estdo ligadas ao biofilme. Mutantes capazes de formar
biofilmes na presenca de D-aminoacidos contém alteragcdes na proteina (YgxM)
necessaria para a formacao e fixacao das fibras para a célula. Este fator também
impediu a formagao de biofilmes de S. aureus e P. aeruginosa. Sendo produzidos
por muitas bactérias, este fator pode se tornar uma importante ferramenta na

eliminacdo de sistemas de biofilmes.

6.9 Microanalise em Sistema Energy Dispersive Spectroscopy

Informagdes sobre possiveis mudancas na distribuicdo atdémica dos polimeros
apds submissdo aos processos podem ser obtidas através de microanalise,
representando também recurso adicional a fim de elucidar o grau de oxidacao das
primeiras camadas superficiais expostas, através da obtengcdo das concentragdes
elementares das amostras em percentagem e sua posterior razdo atbmica entre
oxigénio e carbono (O/C) (STROBEL et al., 1995; LEROUGE et al., 2000a; SIDOUNI
et al., 2001; AQUINTI et al., 2003; GORNA; GOGOLEWSKI, 2003; BORCIA et al.,
2004; BORCIA et al., 2004a; VINOGRADOV; LUNK, 2005; WANG et al., 2005).

Para que isso fosse possivel, foi utilizado mais uma vez o Microscépio

Eletrébnico de Varredura, dotado de sistema Energy Dispersive Spectroscopy que




6. Resultados e Discussao 222

possibilitou identificacdo e quantificacdo dos elementos quimicos dos polimeros
expostos e ndo expostos aos processos de plasma RIE e ICP. A profundidade do

feixe de elétrons respeitou as primeiras camadas iniciais e se restringiu a 0,5um.

Sistema similar EDS empregando raios X mostrou-se poderosa ferramenta na
caracterizacdo de ionémeros de polietileno-acido metacrilico recristalizados
contendo elementos como Na e Zn, bem como quantificacdo dos atomos de carbono
dos agregados, tendo sido usada varredura superficial de 1nm de profundidade
(TAUBERT; WINEY, 2002).

Os valores apresentados nas Tabelas 41 a 45 evidenciam aumento da razao
O/C das chapas poliméricas expostas a todas as condi¢coes de plasma. Em todos os
polimeros estudados (PVC, PEAD, PP, PUR e PC) foi demonstrada a atuacao das
entidades reativas do plasma (O, HO®° HO2° e outros) na promocao de novas
ligacbes quimicas envolvendo atomos de oxigénio, bem como suportando os
achados de varios pesquisadores quanto a promocao dessa oxidacao polimérica
abrangendo as primeiras camadas superficiais (KLAPPERICH et al.,, 2001;
KACZMAREK et al., 2002; AOUINTI et al., 2003; BORCIA et al., 2004; BORCIA et
al., 2004a; TAJIMA; KOMVOPOULOS, 2006; SVORCIK et al., 2006).
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Tabela 41 — Resultados da avaliagdo semi-quantitativa dos elementos quimicos,
distribuicdo atbmica em porcentagem (%) e razao entre o elemento
oxigénio e o elemento carbono (O/C), para o PVC (SEM JEOL 6460L)
exposto aos sistemas RIE e ICP.

Combinacoes de parametros
(PVC e sistemas de plasma)

Elemento
Quimico PVC PVC PVC PVC PVC
Nao RIE-O, RIE-O2+H,0, ICP-O2 ICP-02+H.0;
exposto

C 88,6 84,31 82,03 82,95 69,34
N 0 0 0 0 0,37
o 9,36 14,31 16,01 16,01 27,58
F 0 0,27 0 0 0
Na 0,25 0,28 0,31 0 0,41
Al 0,43 0,52 0 0,07 0,67
Si 0,22 0 0,14 0 0,32
Cl 1,14 0,22 1,05 1,04 1,17
K 0 0,1 0,08 0 0,14
Ti 0 0 0 0 0
Br 0 0 0 0 0
Sn 0 0 0 0 0
Ca 0 0 0 0 0

Razao O/C 0,1 0,17 0,2 0,19 0,4

Legenda: RIE-O, = plasma com acoplamento capacitivo usando gas O,
RIE-O; + H,0, = plasma com acoplamento capacitivo usando gas O, e H,O,
ICP-0, = plasma de alta densidade com acoplamento indutivo usando gas O,
ICP-O, + H,O, = plasma de alta densidade com acoplamento indutivo usando
mistura de gases Oz e H,O,
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Tabela 42— Resultados da avaliagdo semi-quantitativa dos elementos quimicos,
distribuicao atébmica em porcentagem (%) e razado entre o elemento
oxigénio e o elemento carbono (O/C), para o PEAD (SEM JEOL 6460L)
exposto aos sistemas RIE e ICP.

Combinacoes de parametros
(PEAD e sistemas de plasma)

Elemento
Quimico PEAD PEAD PEAD PEAD PEAD
Nao RIE-O, RIE-O2+H,0, ICP-O; ICP-0,+H.0;
exposto
C 92,8 71,35 65,38 67,6 62,65
N 3,43 0 0 0 0
0] 2,22 26,05 33,4 32,1 37,35
F 0 0 0 0 0
Na 0,13 0,73 0,35 0 0
Al 0 0,72 0,48 0,3 0
Si 0,13 0 0 0 0
Cl 0,65 0,67 0,39 0 0
K 0 0 0 0 0
Ti 0 0 0 0 0
Br 0,63 0 0 0 0
Sn 0 0 0 0 0
Ca 0 0,48 0 0 0
Razao O/C 0,02 0,36 0,51 0,47 0,6

Legenda: RIE-O, = plasma com acoplamento capacitivo usando gas O,
RIE-O; + H,0, = plasma com acoplamento capacitivo usando gas O, e H,O,
ICP-0, = plasma de alta densidade com acoplamento indutivo usando géas O,
ICP-O, + H,O, = plasma de alta densidade com acoplamento indutivo usando
mistura de gases O, e H,O,
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Tabela 43 — Resultados da avaliagdo semi-quantitativa dos elementos quimicos,
distribuicdo atdbmica em porcentagem (%) e razao entre o elemento
oxigénio e o elemento carbono (O/C), para o PP (SEM JEOL 6460L)
exposto aos sistemas RIE e ICP.

Combinacodes de parametros
(PP e sistemas de plasma)

Elemento
Quimico PP PP PP PP PP
Nao RIE-O, RIE-02+H,0, ICP-O, ICP-O.+H,0,
exposto

C 91,77 76,08 74,16 75,72 71,05
N 0 0,65 0 0 0,13
o 7,03 20,55 25,5 23,85 26,47
F 0 0 0 0 0
Na 0,58 0 0,19 0 0,48
Al 0 0,76 0 0,43 0
Si 0,11 0 0 0 0,24
Cl 0 0,16 0,15 0 1,11
K 0,08 0 0 0 0
Ti 0 0,18 0 0 0,02
Br 0,43 0 0 0 0,51
Sn 0 1,6 0 0 0
Ca 0 0 0 0 0

Razao O/C 0,08 0,27 0,34 0,31 0,37

Legenda: RIE-O, = plasma com acoplamento capacitivo usando gas O,
RIE-O; + H,0, = plasma com acoplamento capacitivo usando gas O, e H,O,
ICP-0O, = plasma de alta densidade com acoplamento indutivo usando gas O,
ICP-O, + H,O, = plasma de alta densidade com acoplamento indutivo usando
mistura de gases O, e H,O,
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Tabela 44 — Resultados da avaliagdo semi-quantitativa dos elementos quimicos,
distribuicdo atdbmica em porcentagem (%) e razao entre o elemento
oxigénio e o elemento carbono (O/C), para o PUR (SEM JEOL 6460L)
exposto aos sistemas RIE e ICP.

Combinacoes de parametros
(PUR e sistemas de plasma)

Elemento
Quimico PUR PUR PUR PUR PUR
Nao RIE-O, RIE-02+H,0, ICP-O, ICP-O.+H,0,
exposto

C 78,56 76,15 61,63 71,79 58,46
N 3,67 4,31 13,12 6,6 7,35
o 16,62 18,81 22,86 20,4 32,66
F 0 0 0,49 0 0
Na 0 0,11 0,37 0,42 0,53
Al 0,09 0 0,47 0,28 0,08
Si 0,2 0 0 0 0
Cl 0,85 0,62 0,54 0,37 0,52
K 0 0 0 0,13 0,2
Ti 0 0 0 0 0
Br 0 0 0 0 0
Sn 0 0 0,46 0 0
Ca 0 0 0,07 0 0

Razao O/C 0,21 0,24 0,37 0,28 0,56

Legenda: RIE-O, = plasma com acoplamento capacitivo usando gas O,
RIE-O; + H,0, = plasma com acoplamento capacitivo usando gas O, e H,O,
ICP-0O, = plasma de alta densidade com acoplamento indutivo usando gas O,
ICP-O, + H,O, = plasma de alta densidade com acoplamento indutivo usando
mistura de gases O, e H,O,
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Tabela 45 — Resultados da avaliagdo semi-quantitativa dos elementos quimicos,
distribuicdo atdbmica em porcentagem (%) e razao entre o elemento
oxigénio e o elemento carbono (O/C), para o PC (SEM JEOL 6460L)
exposto aos sistemas RIE e ICP.

Combinacoes de parametros
(PC e sistemas de plasma)

Elemento
Quimico PC PC PC PC PC
Nao RIE-O, RIE-O2+H,0, ICP-O; ICP-0,+H.0;
exposto
C 85,03 83,71 82,68 83,86 81,33
N 0 0 0 0 0
o 14,19 15,77 16,6 16 18,26
F 0 0 0 0 0
Na 0,19 0,19 0,18 0 0
Al 0,32 0,33 0,41 0 0,38
Si 0 0 0 0,14 0
Cl 0,17 0 0,13 0 0
K 0 0 0 0 0
Ti 0 0 0 0 0
Br 0 0 0 0 0
Sn 0 0 0 0 0
Ca 0,1 0 0 0 0
Razao O/C 0,17 0,19 0,37 0,19 0,22

Legenda: RIE-O, = plasma com acoplamento capacitivo usando gas O,
RIE-O; + H,0, = plasma com acoplamento capacitivo usando gés O, e H,O,
ICP-0O, = plasma de alta densidade com acoplamento indutivo usando gas O,
ICP-O, + H,O, = plasma de alta densidade com acoplamento indutivo usando
mistura de gases O, e H,O,

Adicionalmente, esses resultados sado especialmente concordantes com
distintas fases das pesquisas de Lerouge e colaboradores (2000a; 2002) que
verificaram que uma varredura (usando espectroscopia vibracional) em camadas
mais profundas ndo pode detectar oxidagdo por plasma nos polimeros estudados,
mas tal fenbmeno efetivamente ocorreu e pode ser detectado somente nas camadas
mais superficiais usando a técnica de Espectroscopia Fotoeletrénica de Raios X
(XPS).




6. Resultados e Discussao 228

Ao se atentar detalhadamente para os resultados da razdo O/C no presente
estudo, evidencia-se suporte aos dados gerados pela MEV e Perfilometria, onde os
maiores graus de oxidacado ocorreram a partir da exposicado dos polimeros em
sistema ICP, para ambos os gases. No sistema ICP, a utilizagdo dos dois geradores
de poténcia (bobina e eletrodo) resultando em maior poténcia aplicada (300W) levou
a um aumento na magnitude de ataque das entidades reativas a superficie dos
polimeros expostos ao plasma sistema ICP e acarretando maior nivel de oxidagéo,
ou seja, maior valor de razdo atébmica entre oxigénio e carbono (Tabelas 41 a 45).
Soloshenko e colaboradores, em estudos de eficacia esterilizante, também
evidenciaram que o aumento da poténcia de RF promoveu maior letalidade de
microrganismos (SOLOSHENKO et al., 1999).

Em se considerando a influéncia de ambos os gases, O, puro e sua mistura
utilizando H2O;, verifica-se que o maior nivel de oxidacao foi devido a mistura O, +
H.O, para todos os polimeros expostos e considerando ambos os sistemas de
plasma (Tabela 41 a 45). Mais uma vez, tal situacdo pode estar atrelada a
potencializacdo do O, pelo H>O,, mistura esta capaz de gerar entidades muito mais
reativas (principalmente HO® e HO,°) quando comparadas aquelas geradas somente
por plasma de oxigénio (principalmente (O)), potencializagdo que também foi
verificada em estudos de eficacia esterilizante efetuados por outros autores
(LEROUGE et al., 2000c; SOLOSHENKO et al., 2002).

Adicionalmente, os dados coletados pela técnica de micro analise (EDS)
mostraram a presenga de outros elementos distintos das estruturas originais dos
polimeros estudados, como fluor, sddio, silicio, aluminio, potéssio, titanio, bromo,
estanho e célcio, em proporcdes variaveis. A razao pode estar atrelada a possivel
contaminagdo da camara de plasma utilizada para o presente estudo, que se destina
também a estudos de corrosdo de outros materiais de natureza quimica diversa.
Lerouge e colaboradores também obtiveram presencga de silicio na superficie dos
cateteres de PUR estudados, fato atribuido a possivel contaminagcdo durante o
processamento de tais pecas (LEROUGE et al., 2000a).

A oxidacao da superficie de polimeros tem sido amplamente relatada na
literatura, tendo em vista trabalhos de pesquisa realizados por diversos autores,
como sendo o efeito mais comum da exposi¢cao aos mais diversos tipos de sistemas
de plasma (STROBEL et al., 1995; LEROUGE et al., 2000a; SIDOUNI et al., 2001;
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LEROUGE et al., 2002; AOUINTI et al., 2003; BORCIA et al., 2004; BORCIA et al.,
2004a; VINOGRADOV; LUNK, 2005; WANG et al., 2005).

Sistemas de plasma envolvendo descarga de barreira dielétrica, sistema de
geragao por chama e descarga de micro-ondas em ar ambiente foram testados em
filmes de PP e PET e evidenciadas a rapida oxidacao de ambas as superficies,
sendo obtidas razées O/C maiores do que 0,10 em apenas 0,5 segundo de
exposicao (STROBEL et al., 1995).

Polimeros que normalmente ndo contém oxigénio na estrutura original (PVC,
PEAD, LDPE, PTFE, PS) (BORCIA et al., 2004) e outros providos dessa ligacao
(Nylon 6% Nylon 6.6%, Nylon 12° PET, PC) (BORCIA et al., 2004a) foram
submetidos a tratamento em plasma de pressao atmosférica e descarga de barreira
dielétrica (DBD). Todos demonstraram rapida oxidacéo de superficie (primeiro grupo)
e oxidagdo adicional para o segundo grupo, mesmo sobre curtos tempos de
exposicdo, com concentracdo de oxigénio notavelmente superior aquelas
encontradas para os polimeros originais ndo expostos. Salienta-se que estes
tratamentos usando plasma tiveram intencdo de modificar as superficies a fim de
melhorar determinadas caracteristicas, demonstrando aplicabilidade benéfica do
processo.

Gorna e Gogolewski obtiveram resultados mostrando discrepancia na taxa de
oxidacdo de PUR biodegradaveis que aumentou quando as amostras foram
submetidas a plasma de O, e H>O.. Entretanto, essa taxa sofreu decréscimo quando
utilizando plasma de CO, e NH3. O carater de ambos os padrdes foi atribuido aos
tipos de entidades reativas geradas a partir dos diferentes plasmas, bem como na
estrutura quimica diferenciada dos compostos de PUR biodegradaveis (GORNA;
GOGOLEWSKI et al., 2003).

6.10 Citotoxicidade “in vitro” pelo Método Biolégico de Difusdo em Agar

Os fragmentos dos polimeros diretamente expostos a camada confluente de
células foram analisados macro (Figura 55) e microscopicamente (Figura 56), nao
tendo sido constatada presenca de halo claro sob ou ao redor de cada amostra

testada em triplicata, portanto, |Z= zero e idénticas ao controle negativo do teste




6. Resultados e Discussao 230

(Figura 55b). Este fato ocorreu para todas as amostras de polimeros expostos e nao
expostos, evidenciando que o processo por plasma, em ambos os sistemas (RIE e
ICP) e gases (O e O, + H20,), ndo ocasionou modificagdes quimicas ou fisicas que
pudessem promover o desenvolvimento de citotoxicidade (resultados nao

fotografados).

Figura 55 — Placas da linhagem celular NCTC clone 929 utilizada no Método de
Difusdo em Agar — controle positivo (a) e controle negativo (b).

Figura 56 — Fotomicrografia da zona limitrofe entre o controle positivo (esquerda) e
controle negativo (direita) — Aumento de 100 vezes.
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A cultura de células, enquanto teste para avaliagdo de citotoxicidade de
materiais, tem se mostrado vantajosa, reunindo caracteristicas como: boa
sensibilidade, reprodutibilidade, rapidez e auséncia do uso de animais de laboratério.
Dados da avaliagcdo da citotoxicidade de cateteres urinarios de latex frente a quatro
ensaios biolégicos foram comparados (citotoxicidade em cultura celular, injecao
intracutanea dos extratos em coelhos, implante intramuscular dos fragmentos dos
cateteres em coelhos e cateterizacdo de ovelhas-teste de irritacdo de mucosa).
Comparando principalmente sensibilidade e aplicabilidade pratica, o teste de
citotoxicidade em cultura celular com captura de vermelho neutro se mostrou

adequado, cumprindo com as caracteristicas descritas (GRAHAM et al., 1984).

Polimeros com aplicagcbes biomédicas, expostos em sistemas de plasma com
finalidades diversas, tém sido caracterizados quimica e fisicamente por inimeros
métodos, sendo que uma vez somados aos ensaios microbiologicos contribuem para

0 Seu uso seguro e eficaz.

O comportamento de cupons de polietileno de altissimo peso molecular
expostos a sistemas de plasma usando Ar, CsFs, CH4 € NH4 foram avaliados quanto
a citotoxicidade através de contato direto com camada confluente de células, usando
fragmentos de latex como controle positivo e de silicone como controle negativo. A
inclusdo do corante MTT, comumente conhecido como brometo de difenil-tetrazélio
foi observada em todos os testes, revelando que os tratamentos sofridos pelos
polimeros nao propiciaram o desenvolvimento de toxicidade (KLAPPERICH et al.,
2001).

O comportamento de diferentes linhagens de células tem encontrado
aplicabilidade importante no esclarecimento da citotoxicidade de diferentes materiais.
Dentre elas, destacam-se as células de fibroblasto de camundongo clone L929,
usada também no presente trabalho. Exemplos do uso destas células abrangem:
estudo de citotoxicidade de homopolimeros e copolimeros de 2-hidroxietil-
metracrilato para potencial uso como pele temporaria artificial (PRASITSILP et al.,
2003), citotoxicidade de biossistemas poliméricos baseados em oligo-caprolactona
dimetacrilato e seu aditivo n-butil acrilato projetados para fins implantaveis
(RICKERT et al., 2003), citotoxicidade de fracdes despolimerizadas com diferentes
pesos moleculares e concentracées do polimero quitosana (MAO et al., 2004),

citotoxicidade de bio-poliésteres implantaveis temporarios sintetizados por bactérias
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e comparaveis a polimeros sintéticos (PP, PE, PET) submetidos a método de
degradacgao acelerada (SHANGGUAN et al., 2006).

6.11 Avaliacao da Eficacia Esterilizante de Sistema de Plasma modo RIE

A Tabela 46 apresenta a contagem dos microrganismos sobreviventes
(UFC/suporte), apds exposicao ao plasma de acoplamento capacitivo. Em apenas 1
(um) minuto de exposicao ao plasma constituido de mistura de oxigénio e peréxido
de hidrogénio, nao foram observados desenvolvimentos de células de micobactérias,
apds emprego do método para recuperacado de sobreviventes. Entretanto, esporos
de Bacillus atrophaeus apresentaram-se altamente resistentes (SILVA et al., 2007).

Tendo em vista a maior densidade e alta reatividade das espécies reativas
geradas pelo sistema de plasma modo indutivo (ICP), espera-se que ocorra reducao
da contagem de micobactérias em menos de 1 (um) minuto de processo
(experimentos ainda nao realizados). Como apresentado anteriormente, o sistema
ICP ndo promoveu alteragdes estruturais significativas em cerca de 10um na
superficie dos polimeros, embora 0 aumento da rugosidade possa proporcionar o

aumento do nivel de adesao microbiana (FAILLE et al., 2002).
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Tabela 46 — Contagem do numero de microrganismos sobreviventes (UFC/suporte)
antes e apds 1 minuto de exposicao a plasma RIE (O2 + H205).

Copas UIF_C/_mL Suportes Poliméricos
nicial

PVC PC PP PEAD PUR

B. atrophaeus 1,3x 10" 1,0x10" 9,6x10° 12x10" 95x10° 9,3x10°
mc? 155 1,1 x 10’ <10 <10 <10 <10 <10
CCUG 1,5x 107 <10 <10 <10 <10 <10
MG3-6 1,2x 107 <10 <10 <10 <10 <10
B67 1,3x 107 <10 <10 <10 <10 <10
B31 1,1 x 107 <10 <10 <10 <10 <10
INCQS 594 1,0x 10’ <10 <10 <10 <10 <10

Média de triplicata de amostras.

Legenda: UFC/mL: Unidades Formadoras de Col6nias por mililitros
mc? 155: M. smegmatis (FIOCRUZ — RJ)
CCUG: Culture Collection University of Géteborg
MG3-6: M. abscessus subsp. bolletii (Vitoria — ES)
PVC: Poli (cloreto de vinila)
PC: Policarbonato
PP: Polipropileno
PEAD: Polietileno de alta densidade
PUR: Poliuretano

A literatura ndo apresenta estudos sobre o efeito dos sistemas de
esterilizagdo por plasma (RIE ou ICP) na reducédo/eliminacdao de micobactérias,
sejam elas patogénicas ou oportunistas. Alguns experimentos apresentam o efeito
de vapores de gases que empregam a fase plasma apenas para detoxicagcao do gas
no interior da cadmara (KERKELA, 1994; KYI et al., 1995; RTISCH-GERDES, 1996;
BAR et al., 2001).

A possibilidade de emprego de sistemas de plasma na promogado da
letalidade de micobactérias presentes em materiais de natureza polimérica no
ambito médico-hospitalar torna-se pertinente na medida em que se buscam solug¢des
para os problemas enfrentados na esterilizacdo quimica (desinfetantes).
Adicionalmente, ao serem empregados tempos superiores espera-se que ambos 0s
processos de plasma também inativem esporos de Bacillus atrophaeus, como
aqueles apresentados por Silva e colaboradores (2007) quando foram empregados
suportes vitreos, sendo a reducgéo total do numero de microrganismos ocorrida em

menos de 20 minutos de processo (RIE).




6. Resultados e Discussao 234

O emprego de processos por plasma tem merecido atencdo de diversos
pesquisadores, sendo considerado um importante processo a baixa temperatura,
apresentando compatibilidade com diferentes materiais, facilidade de adaptagdo em
qualquer ambiente (hospitalar ou industrial), possibilidade de ser monitorado e
facilidade de operacao (SHINTANI, 1995). Outra vantagem esta no fato de o plasma
promover a reagdo quimica com as unidades moleculares que compdem o0s
microrganismos muito rapidamente, viabilizando esse processo em curto espaco de
tempo (CASSOLA; MARTINHO, 1997). Entretanto, duvidas quanto as diferentes
formas de processo comegcam a merecer maior atencdo na medida em que o0s
mecanismos responsaveis pela letalidade dos microrganismos sado entendidos
(CHAU et al., 1996).
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7. CONCLUSOES

1. Os agentes neutralizantes (Caldo Dey/Engley, Sulfito de Sédio 0,1%, Polissorbato
80 0,5% - Lecitina 0,07%, Polissorbato 80 0,5% e Soro de Cavalo) nao
demonstraram efeitos tdxicos as cepas de Mycobacterium spp. Estes agentes
também foram altamente eficazes na neutralizagdo dos desinfetantes estudados
(Glutaraldeido 2%, Acido Peracético 0,2%, Peroxido de Hidrogénio 35%, Solugao
Alcodlica de Digluconato de Clorexidina 0,5%, Solugdo Aquosa de Clorexidina 0,2%,
lodo 1%, Compostos de Aménio Quaternario 1,2% e Fenol 5%).

2. O agente desinfetante Glutaraldeido 2% apresentou-se eficaz na inativagéo de
cepa padrao (M. massiliense — CCUG 48898) e isolada de ambiente ambulatorial
(B67) no teste de Eficacia Micobactericida (M. smegmatis — mc® 155) e Eficacia
Tuberculocida (Mycobacterium bovis cepa BCG Moreau), ambos empregando 30
minutos de exposicao.

3. As cepas isoladas do surto ocorrido em Belém (PA) (M. abscessus subsp. bolletii
— B31 e INCQS 594), bem como a cepa ambiental de Vitéria (ES) (M. massiliense —
MG3-6) apresentaram-se altamente resistentes ao Glutaraldeido 2%, Solugéo
Alcodlica de Digluconato de Clorexidina 0,5%, Solugdo Aquosa de Clorexidina 0,2%,
lodo 1% e Compostos de Aménio Quaternario, nos testes de Eficacia
Micobactericida e Tuberculocida, ambos empregando 30 minutos de exposigao.
Adicionalmente, estas cepas se apresentaram sensiveis ao Acido Peracético 0,2%,
Perdxido de Hidrogénio 35% e Fenol 5%.

4. Estudos envolvendo Tempo de Reducado Decimal (valor D) demonstraram alta
resisténcia das cepas MG3-6, B31 e INCQS 594 frente a Solucado Alcodlica de
Digluconato de Clorexidina 0,5%, Solu¢ao Aquosa de Clorexidina 0,2%, lodo 1% e
Compostos de Amoénio Quaternario. Entretanto, as mesmas foram altamente
sensiveis apos o contato com Acido Peracético 0,2%, Peroxido de Hidrogénio 35% e
Fenol 5%. A solugdo de Glutaraldeido 2% apresentou atividade reduzida e inferior a
estes ultimos agentes.

5. Todos os agentes desinfetantes estudados ndo foram efetivos contra as cepas de
Mycobacterium spp., em sistema de biofilme, quando inoculadas em cilindros de
porcelana, ap6s 60 minutos de contato.

6. Quando empregada a Espectroscopia Fotoacustica no Infravermelho com
Transformadas de Fourier (PAS-FTIR), ndo foram evidenciadas modificacdes
estruturais significativas, em cerca de 10um de profundidade, quando comparados
0s polimeros ndo expostos e expostos aos processos por plasma (RIE e ICP) sob
todas as condicodes.
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7. Foi evidenciado aumento na Rugosidade média (Ra) de todos os polimeros
expostos ao processo, sob todas as condigdes estudadas, reveladas por Microscopia
Eletrdnica de Varredura (MEV) e Perfilometria, tendo sido o sistema ICP e a mistura
gasosa O, + H>0O, a condicdo mais agressiva.

8. Foi evidenciada oxidagdo em nivel superficial (0,5um), através do método de
microandlise em sistema Energy Dispersive Spectrocopy (EDS), em todos os
polimeros expostos ao plasma quando comparados aos ndao expostos sob todas as
condi¢des avaliadas, tendo sido o sistema ICP a condi¢do mais agressiva.

9. Nao foram observadas modificacées quimicas ou fisicas que pudessem sugerir o
desenvolvimento de citotoxicidade nos polimeros estudados apds sua submissao ao
processo e sob todas as combinagbes de parametros quando testada a
citotoxicidade “in vitro” pelo método de Difusdo em Agar.

10. Todas as cepas de MCR estudadas foram altamente sensiveis ao plasma (RIE),
sendo inativadas em apenas 1 minuto de processo. De forma comparativa, a
populacdo microbiana de Bacillus atrophaeus permaneceu sem alteracdes neste
periodo.
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