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RESUMO

As membranas bioldgicas vém atualmente sendo utilizadas na area da saude em
uma ampla variedade de aplicagbes na clinica-cirargica, com o intuito de
assegurar a integridade deste material, diversos protocolos de processamento
estdo continuamente em desenvolvimento. Este trabalho teve o objetivo de
desenvolver um dispositivo de desinfec¢cdo para material biolégico utilizando o
sistema hidrodinamico utilizando agua associado aos fluidos gasosos oxigénio e
ozo6nio difundidos neste meio e avaliar a integridade da membrana biolégica
testada. O protocolo foi testado nos tempos 5, 10, 15, 30, 45 e 60 minutos em
amostras da membrana peritoneal bovina e avaliadas pela técnica histologica
afim de se averiguar possiveis danos nas estruturas do material biologico em
funcéo do tempo e tipo de fluido testado. Os resultados indicaram que a partir de
15 minutos com o fluido Agua-o0zénio e a partir de 30 minutos com o fluido agua-
oxigénio na condicdo dinamica comprometeram a integridade biologica do
tecido. O dispositivo desenvolvido nas condi¢des que foram testadas evidenciou
o tipo de escoamento da condicdo fluidodinamica laminar, e apresentou
viabilidade técnica no intuito de manter a integridade da membrana bioldgica.

Palavras-chave: Sistema Hidrodindmico, Oz6nio, Membrana Bioldgica.



ABSTRACT

Biological membranes are currently being used in the health field in a wide variety
of applications in clinical-surgical, in order to ensure the integrity of this material,
several processing protocols are continuously under development. This work
aimed to develop a disinfection device for biological material using the
hydrodynamic system using water associated with the gaseous fluids oxygen and
ozone diffused in this medium and to evaluate the integrity of the tested biological
membrane. The protocol was tested at times 5, 10, 15, 30, 45 and 60 minutes on
bovine peritoneal membrane samples and evaluated by histological technique in
order to ascertain possible damage to the structures of biological material as a
function of the time and type of fluid tested. The results indicated that after 15
minutes with the water-ozone fluid and after 30 minutes with the water-oxygen
fluid in the dynamic condition, the biological integrity of the tissue was
compromised. The device developed under the conditions that were tested
showed the type of flow of the laminar fluid dynamic condition, and showed
technical feasibility in order to maintain the integrity of the biological membrane.

Keywords: Hydrodynamic System, Ozone, Biological Membrane.
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1. INTRODUCAO

As membranas biolégicas vém sendo utilizadas na area da saude para as
mais diversas finalidades, tais como: reparacdo cirurgica, desenvolvimento de
novos tecidos e nos processos de reparagao que restabelecam a estrutura e a
funcéo do 6rgédo atingido (VULCANI et al., 2008). S&o aplicadas como implantes
de natureza organica conferindo baixa antigenicidade (ALVARENGA, 1992).

Dentre as membranas biologicas utilizadas, tem-se o peritbnio bovino,
uma membrana serosa que reveste a cavidade abdominal dos animais,
constituida por camada de células mesoteliais achatadas sustentadas por tecido
fibroelastico que se unem de acordo com a posicéo das estruturas subjacentes
(DYCE; SACK; WENSING, 2004).

O peritbnio bovino ja foi utilizado em estudos experimentais clinico-
cirargico com resultados satisfatorios, tais como, reparo do tenddo calcanear
(FREITAS et al., 2010), substituicdo de fragmento da face ventral da bexiga
(OLIVEIRA et al., 2008), artroplastia acetabulo-femoral (RODASKI et al., 2002)
e aplicacao de tela cirdrgica implantada na parede abdominal (BASTOS et al.,
2005).

E um tecido interessante para trabalho porque apresenta a vantagem de
fornecer uma grande area de tecido aproveitdvel e adaptavel as diversas
situacdes da pratica cirdrgica (BASTOS et al., 2005).

Considerando as vantagens das membranas biologicas utilizadas como
préteses, muitos séo os trabalhos com protocolos distintos na preparacéo deste
material biolégico visando a sua desinfeccdo e conservacao, usando produtos
quimicos disponiveis no mercado que podem alterar a sua constituicdo e deixar
residuos (STEENBERGHE et al., 2018).

Das novas tecnologias que surgiram, estudos tem demonstrado o uso do
gas oz6nio em diversas areas do conhecimento, no setor industrial (CHIATTONE
et al., 2008), area da saude aplicado em protocolos clinicos terapéuticos
(DECLARACAO DE MADRI, 2010), controle de parasitas (FIGUEIREDO et al.,
2018), desinfeccdo de equipamentos clinico-hospitalares (MARSON et al.,
2016), e dependendo da concentracdo utilizada o gas apresenta acao

microbicida apresentando a vantagem de ndo gerar resisténcia microbiana,
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técnica sem deixar residuos no ambiente e seguro quando administrado com as
normas de seguranca (BOCCI, 2005).

Pensando num protocolo de desinfeccdo para membranas biolégicas com
caracteristicas ecoldgicas, ou seja, que ndo deixassem residuos no material
biolégico testado e no ambiente, o proposito deste trabalho foi de desenvolver
um sistema hidrodindmico a base de agua com a adicao dos fluidos gasosos
oxigénio e ozb6nio difundidos no meio aquoso com o intuito de desinfeccao do
material biolégico. Assim, para que o processo de desinfeccdo ocorresse no
material biolégico, houve a necessidade primeiramente de desenvolver um
dispositivo hidrodinamico adaptado para materiais bioldgicos e avaliar o seu
funcionamento em determinados periodos de exposicdes e observar se

alterariam as caracteristicas morfologicas da membrana estudada.

1.1. Objetivo Geral
Desenvolver um dispositivo hidrodindmico utilizando os fluidos, agua,

oxigénio e 0zbnio para ser aplicado ha membrana biologica.

1.2. Objetivos Especificos
a) Determinar o tipo regime de escoamento hidrodinamico do dispositivo
desenvolvido e o melhor fluido testado para manter a integridade da

membrana biolégica;

b) Verificar a integridade da membrana biolégica apds ser submetida ao
sistema proposto em diferentes tempos testados através da andlise

histologica.
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2. JUSTIFICATIVA

Estudos que envolvem cirurgias reconstrutivas tendem a utilizar variadas
membranas biologicas e estas séo lavadas em diferentes solugdes, tais como,
solucdes fisioldgicas, glicerina a 98%, solucdo alcodlica de tiomersal, alcool
absoluto, vaselina, glutaraldeido, solu¢do supersaturada de agucar a 300%,
polivinil pirrolidona a 5% e antimicrobianos com a finalidade de conservagéo e
reducdo da carga microbiana presente nos tecidos (WELLS et al., 2006). No
entanto, 0 uso destes compostos quimicos nem sempre sdo eficientes na
redugdo da carga microbiana, podendo inclusive a induzir o fendmeno da
resisténcia microbiana, além de ser necessario o descarte especial destes
produtos apos o seu uso. Com base nestas informacdes que no presente estudo
houve a necessidade em desenvolver um dispositivo em sistema hidrodinamico
sem deixar residuos no ambiente e na membrana tratada que utilizassem o0s
fluidos: agua, oxigénio e oz6nio como agente microbicida visando técnicas

futuras de desinfeccao.

3. HIPOTESE
O dispositivo hidrodinamico desenvolvido no presente estudo pode ser
empregado no processamento de membranas biologicas sem alterar a

integridade da membrana biologica?



14

4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Sistemas hidrodinamicos

Os sistemas hidrodindmicos ha muito vém sendo utilizados em estudos
que envolvem recursos naturais como a agua. Os modelos hidrodindmicos séo
bastante empregados no estudo de escoamentos de cursos d’aguas naturais,
principalmente quando ha regimes turbulentos e ndo-permanentes (SILVEIRA,
1986).

Pode-se dizer que os modelos hidrodindmicos sdo modelos mateméticos
gue empregam as equacdes da continuidade e dinamicas ou equacdes de Saint
Venant. As equacdes de Saint Venant referem-se a um conjunto de funcfes que
descrevem o movimento geral das substancias fluidas, tais como liquidos e
gases (FOX; MCDONALD, 1998).

No momento em que a for¢a de cisalhamento atua no sentido de deslocar
uma camada de liquido sobre outra adjacente, existe uma forca de coeséo entre
as camadas que se opde a esse movimento, esta coesao, que € uma forma de
atrito interno entre camadas do liquido chama-se viscosidade (SILVA,1977).

No ano de 1883, Osborne Reynolds publicou um estudo com o objetivo
de estabelecer uma lei para a resisténcia ao escoamento de adgua em tubos
(ROMA, 2003). Esse estudo sobre a estrutura dos escoamentos posteriormente
ficou conhecido como Experimento de Reynolds, demonstrando com o
experimento que consistiu na aplicacdo de corante liquido na posicao central de
um escoamento de agua interna em tubo circular de vidro transparente (ROMA,
2003).

Reynolds realizou experimentos a partir da hidrodinamica em dois
equipamentos distintos. O primeiro consistiu em visualizar o movimento das
particulas fluidas para se identificar o aparecimento de turbilhonamento. O
segundo objetivou medir as resisténcias e velocidades dos escoamentos para
tubulacbes de diferentes diametros, utilizando &agua com diferentes
temperaturas, ou seja, mudando a viscosidade do fluido. Com os resultados
obtidos no primeiro experimento mostraram que quando as velocidades eram
suficientemente pequenas a linha de tinta permanecia reta e se estendia ao

longo do tubo. A medida que se aumentava a velocidade observou-se a presenca
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intermitente de turbilnGes que apareciam repentinamente em um certo trecho do
tubo, sempre a uma distancia consideravel da entrada, e desapareciam logo
depois, sem periodicidade definida (REYNOLDS,1883).

Compreendeu-se por linha de escoamento, o trajeto em movimento que
um elemento fluido percorre, assim, a velocidade do elemento varia em maédulo
e direcéo, ao longo de sua linha de escoamento. Se cada elemento que passa
por um ponto tiver a mesma linha de escoamento dos precedentes, o
escoamento é denominado estavel. Os escoamentos sdo classificados de
acordo com a velocidade em concomitancia com o0 comportamento das
moléculas de fluido que adotaram um padrdo de movimento denominado
estrutura interna (CARVALHO, 2002).

Ha dois tipos de escoamento; Escoamento Laminar e Escoamento
Turbulento. O escoamento laminar ocorre quando as particulas de um fluido se
movem ao longo de trajetérias bem definidas, apresentando laminas ou
camadas, cada uma delas preservando sua caracteristica no meio, no
escoamento laminar a viscosidade age no fluido no sentido de amortecer a
tendéncia de surgimento da turbuléncia. Este escoamento ocorre geralmente a
baixas velocidades e em fluidos que apresentem grande viscosidade
(RODRIGUES, 2005).

No escoamento turbulento ha um movimento de trajetdria irregular comum
na agua, cuja viscosidade é relativamente baixa. As particulas nao permanecem
em camadas, se movem de forma heterogénea através do escoamento,
escorregando sobre algumas e colidindo com outras de modo inteiramente

cadtico e em distancias curtas em todas as dire¢cées (RODRIGUES; 2005).

O experimento de Reynolds foi determinante para a compreensao dos
escoamentos em condutos cilindricos circulares, para tanto, considerou-se um
valor que associa as grandezas diametro (D), velocidade (v) e a viscosidade
cinematica (u), quando o fluido passa de escoamento laminar para o
escoamento turbulento, e este valor € um parametro conhecido como nimero ou
coeficiente de Reynolds . A equacado 1 expressa o calculo para o coeficiente de

Reynolds, responsavel pelo regime de escoamento do fluido:
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Onde:

Re — nimero adimensional de Reynolds;

p - massa especifica do fluido (kg/m3);

v - velocidade média do escoamento (m/s);
D - Diametro do tubo (m);

W - viscosidade do fluido (N.s/m?).

Os escoamentos sdo classificados de acordo com o0s resultados do
coeficiente de Reynolds (Re) resultante da equacdo (CENGEL; CIMBALA,
2007), assim:

Re < 2300 — Escoamento Laminar
2300 < Re <4000 — Regime de Transicao
Re = 4000 — Escoamento Turbulento

Os esquemas representativos da figura 1 caracterizam os dois tipos de

escoamentos: laminar e turbulento.

ESCOAMENTO LAMINAR —> ESCOAMENTO TURBULENTO

> > > > > > > >
R A O

A B

Figura 1: Esquema representativo dos dois regimes de escoamentos: (A)
Laminar e (B) Turbulento. Fonte (A) https://www.infoescola.com/mecanica-de-
fluidos/tipos-de-fluxos-e-escoamentos; B- Adaptado de:
https://www.engquimicasantossp.com.br/2013/10/numero-de-reynolds.html.

4.2 Ozbnio
O o0zb6nio € uma molécula natural gasosa composta por trés atomos de
oxigénio sendo muito instavel. Christian Friedrich Schonbein descobriu 0 0z6nio

em 1840, trabalhando com uma pilha voltaica na presenca de oxigénio quando


https://www.engquimicasantossp.com.br/2015/04/viscosidade-dinamica-e-cinematica.html
https://www.engquimicasantossp.com.br/2013/10/numero-de-reynolds.html
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percebeu o surgimento de um gas com um "forte cheiro elétrico e pungente" que

descreveu como um tipo de "oxigénio super-ativo” (BOCCI, 2005).

O o0zb6nio gasoso € gerado naturalmente como produto de reacdes
fotoquimicas na estratosfera terrestre e pode ser obtido artificialmente, por meio
de diversas técnicas empregando-se descargas elétricas. Entre estes processos
para se obter ozénio, 0 mais empregado comercialmente é a descarga corona
que consiste na passagem do gas oxigénio através de dois eletrodos separados,
onde se aplica tensdo que varia de 8 a 20 kV (SOARES, 2007).

O processo artificial da producdo do o0zbdnio ocorre em um reator,
constituido principalmente por dois eletrodos a base de aco inoxidavel, entre
estes ha uma distancia especifica de separacdo, em que neste vao existe um
fluxo de gas oxigénio, como nestes dois terminais metélicos ja citados é aplicado
um potencial elétrico de altissima intensidade (8 a 20KVolts), ha a presenca de
um fluxo particulas elétrons que resulta na emissdo de radiacdo de luz
ultravioleta, uma pequena faixa espectral desta radiacdo centrada em A= 260nm,
apresenta energia compativel que permite a dissociacdo de moléculas de
oxigénio (O2), neste sentido boa parte destes ions gerados irdo se agregar a
outras moléculas de Oz gerando desta maneira o gas ozonio (Os) com a estrutura
tri-atbmica de atomos de oxigénio, (SCHIAVON, 2013).

Uma vez estabelecida a molécula do ozbnio, sua estabilidade é
improvavel uma vez que o terceiro &tomo (ion) acoplado durante a geragéo do
O3, este apresenta uma ligacdo mais fraca em comparacdo com os outros dois
atomos de Oz da estrutura molecular, quando este radical se dissocia da
molécula Ogs, resulta na formacdo novamente do O2 e a liberagdo do ion que
podera se associar a alguma outra molécula, podendo ser esta proveniente de
uma estrutura organica que compde por exemplo a membrana de um
microorganismo, neste sentido, considerando sucessivas etapas repetitivas
como citado anteriormente, produzira como consequéncia a morte desta célula.

Os geradores de o0zbnio apresentam melhor eficiéncia quando
alimentados por oxigénio medicinal (SCHIAVON, 2013), conforme apresentado

no esquema da figura 2.
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EFEITO CORONA

PRODUGAQ DO 0ZONIO

o X 0.+0,
: EE—)
e

Figura 2: Esquema demonstrativo a partir de uma descarga elétrica gerando o

efeito corona para a producdo do gas oz6énio em geradores comerciais.

O ozbnio é amplamente empregado no tratamento de agua potavel, gua
de piscina, 4gua proveniente de pocos artesianos, minas, caixas d'dgua
residenciais e comerciais, dgua de chuva reusada, aquarios de agua doce e
salgada, na higienizac&o de recipientes de envase de agua, na desodorizacéo
de ambientes, em lavadores de gases, torres de resfriamento, piscicultura, na
agricultura em hidroponia, assim como no tratamento de efluentes domésticos e
industriais, com énfase em efluentes oriundos de tinturarias e lavanderias, que
apresentam maior quantidade de carga organica (BONCZ, 2002).

Estudos utilizando agua ozonizada demontraram que o 0z6nio pode ser
de grande importancia no combate a diversos microorganismos. Esta solucéo foi
até utilizada no tratamento de feridas eliminando os exsudatos e materiais
necroticos facilitando o processo cicatrizacédo do tecido (BOCCI, 2005).

Ferreira (2017) avaliou o efeito do gas ozénio dissolvido na agua, em
diferentes condicbes e combinac¢des, sobre microorganismos deteriorantes e
patogénicos, avaliando os possiveis efeitos na qualidade fisico-quimica de
morangos armazenados e concluiram que a agua ozonizada foi eficiente no
controle dos microorganismos e na qualidade fisico-quimica da fruta
armazenada.

Anumula et al. (2017) estudaram a eficacia microbicida da 4gua ozonizada
como alternativa de enxaguatorio bucal em comparacgéo a clorexidina. Ao final
do experimento comprovou-se que a agua ozonizada foi mais eficiente do que a
clorexidina na eliminacdo do Streptococcus mutans. Nos estudos de Fonseca et

al. (2015) utilizaram a agua ozonizada para a desinfecéo de cureta odontoldgica
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onde foram submersas na agua contendo ozénio. O efeito microbicida foi
avaliado e os resultados mostraram que o ozénio diluido em &gua foi capaz de
induzir uma reducdo microbiana significativa com a eliminacdo do agente
etiologico da carie dentaria.

Fonseca et al. (2019) avaliaram os possiveis danos induzidos pela agua
ozonizada no Streptococcus mutans e demonstraram uma reducao significativa
na viabilidade da parede microbiana com o 0zénio, induzindo danos significativos
na bactéria cariogénica, sugerindo que o uso de agua ozonizada como

preventivo para a formacéo de lesdes cariosas seria extremamente promissor.

A agua ozonizada também ja foi empregada na desinfeccdo de
equipamentos para diagnostico médico, como o endoscépio nos estudos de
Marson et al. (2016). Neste estudo os autores fizeram um comparativo da
eficiéncia entre a agua ozonizada e a técnica convencional comumente utilizada
aplicando o glutaraldeido a 2%, e concluiram com o uso da dosagem de 330
mg.min.Lt induziu uma reducéo de 2 log dos microorganismos sob as condi¢es
testadas resultado similar ao observado com o glutaraldeido. Neste sentido, a
agua ozonizada apresentou um potente efeito desinfetante, sugerindo ser uma

alternativa viavel para a desinfeccéo destes materiais (MARSON et al., 2016).

A lavagem com agua ozonizada tem se tornado popular devido a sua alta
eficacia em amplo espectro antimicrobiano sem gerar resisténcia e residuos
ambientais (KIM, 2000).

4.3 Membrana Biologica (Peritbnio)

O peritbnio € a membrana de protecao serosa mais extensa do organismo,
dividido em parietal quando reveste a parede da cavidade abdominal, e visceral
guando esta relacionada diretamente com os 6rgdos abdominais; ambos sao
continuos e suas reflexdes, denominam-se mesos, ligamentos e omentos, as
quais mantém a estatica visceral (FRANDSON et al., 2005).

O peritbnio na cavidade abdominal conecta e suporta 6rgaos internos, e
€ composto por muitas dobras que passam entre ou ao redor de varios 6rgaos.
Duas dobras sdo de primordial importancia: o omento, que fica pendurado na

frente do estdbmago e do intestino; e 0 mesentério, que liga o intestino delgado e
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grande parte do intestino grosso a cavidade abdominal posterior (COFFEY;
O’LEARY, 2016).

O peritbnio é composto por uma camada celular mesotelial, que se
assenta sobre a lamina basal, a qual é sustentada por tecido conjuntivo que
contém fibras colagenas e elasticas, possibilitando mobilidade em grau variado
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

O peritbnio animal € comumente utilizado como membrana sendo
conservado em glicerina a 98% sob temperatura ambiente, evitando gastos
excessivos com produtos quimicos e de facil manipulagdo (BASTOS et al.,
2005).

Os experimentos com membranas bioldégicas em sua maioria séo tratados
com glicerina pelo fato deste ser um agente fixador e desidratante dotada de
propriedades antissépticas, com amplo espectro de acdo exceto sobre formas
bacterianas esporuladas, a textura do material fica preservada, bem como seu
grau de elasticidade e resisténcia (DALECK et al., 1988).

Pesquisas apontam que varios estudos foram desenvolvidos em busca de
um meio alternativo de conservacdo que apresentassem caracteristicas
desidratantes, antissépticas e anti-imunogénicas semelhantes ou superiores a
glicerina. Para tal finalidade foram testadas, solucdo hipersaturada de acucar
(MOTA et al. 2002), alcool absoluto, vaselina, glutaraldeido; solucéo alcodlica de
timerosal (1:1000), polivinil pirrolidona a 5% (ALVARENGA, 1992; NOLASCO et
al., 2003).

Os meios de preservagcao utilizados para manter as membranas
biolégicas devem possuir alto poder estabilizador impedindo a total
decomposicdo dos tecidos e crescimento de microorganismos, mas devem
preservar ao maximo a integridade celular aumentando a resisténcia a tracéo
dos tecidos por um periodo prolongado (GUIMARAES et al., 2007).

As membranas bioldgicas conservadas em meio de preservacdo quando
forem utilizadas, as mesmas permanecem submersas em solucao fisiolégica de
cloreto de sodio a 0,9% acrescida de antibidtico por um periodo de 20 a 30
minutos, este procedimento tem por finalidade assegurar a esterilizacédo e
reidratacdo da membrana tornando-a mais maleével para facilitar seu manuseio
(ALVARENGA, 1992).
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4.4 Microbiota do peritbnio em meia-carcaga

Nos frigorificos mesmo com os mais diversos procedimentos higiénicos
necessarios para a manipulacéo da carne, no ato da matanca dos animais sao
elevados os riscos de contaminacdo. A contaminacéo pode ocorrer em todas as
operacOes de abate, armazenamento e distribuicdo e sua intensidade depende
da eficiéncia das medidas higiénicas adotadas (ROCA, 2004).

O processo de chegada dos animais aos matadouros e frigorificos € um
procedimento longo que exige higiene e cuidado, devendo serem abatidos aos
animais que apresentam boas condicdes fisicas (ROCA, 2004). Grande parte da
contaminagdo microbiana em carcacas de animais provém da pele e do trato
gastrointestinal resultante de falhas operacionais ocorridas principalmente nas
etapas iniciais do processo de abate, tais como, a esfola e a evisceracgéao.
(BARROS et al., 2007).

A carne recém-abatida tem uma microbiota diversificada, formas cocoides
representadas por Micrococcus e Staphylococcus, mas pode-se encontrar
microorganismos bastonetes, Gram-negativos e Gram-positivos, nao
esporulados e esporulados, tais como, Pseudomonas, Achromobacter,
Aeromonas, Escherichia, Enterobacter, Proteus, Salmonella, Lactobacillus,
Microbacteria, Arthrobacter, Bacillus e Clostridium (NOSKOWA, 1972).

Além dos riscos inerentes as etapas do processamento, pode ocorrer
ainda a contaminacdo cruzada através do contato com equipamentos,
instalacdes e manipuladores (BORCH; ARINDER, 2002).
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Amostras

O peritbnio bovino visceral foi coletado no frigorifico em Séo José dos
Campos/SP em até 30 minutos apdés o abate do animal, este periodo foi
determinado para manter as condi¢des de integridade do tecido apds o abate
(figura 3).

ApoOs o peritdnio visceral ser recolhido (figura 4) as amostras foram
armazenadas em frascos estéreis em caixas isotérmicas com gelo reciclavel e

enviadas ao Laboratorio de Desinfeccdo e Esterilizacdo da CITE/UAM.

Figura 3: Linha de producdo das meias-carcagas bovinas no frigorifico de S&o
José dos Campos/SP, seta amarela mostra o peritdnio parietal aderido na parede

da cavidade abdominal.
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Figura 4: Na sequéncia da linha de producao do frigorifico, ocorre a separacdo
das visceras nas bandejas (seta amarela) onde foi recolhido o peritdnio visceral

para o estudo.

No laboratério, as amostras foram lavadas com agua destilada para a
retirada dos fragmentos, e acondicionadas em solucao fisioldgica a 0,9% durante

todo o periodo experimental (figura 5 A, B).

4 .

Figura 5: (A) Amostra do peritbnio visceral sendo lavado com agua destilada para
a retirada dos fragmentos e (B) acondicionada em solucéo fisiologica a 0,9%
durante todo o protocolo experimental.

ApGs a limpeza, as amostras foram cortadas e coladas com cianoacrilato
(superbonder®) no porta amostra de tecido bioldgico que foi confeccionado em
aco inoxidavel, em geometria retangular para esta finalidade.

5.2. Gerador de Oz6nio

Foi utilizado para o experimento o gerador de oz6nio (O & L 1.5 RM,
Ozone & Life, Brasil) que através do efeito corona produziu o gas ozénio (Ozs)
mediante o fluxo de 1/8 L/min de O2. Nas amostras tratadas apenas com o fluido

oxigénio medicinal (Oz) utilizou-se 0 mesmo fluxo (1/8 L/min).
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As amostras de peritbnio visceral bovino foram divididas em trés grupos

experimentais de acordo com o tipo de fluido e o tempo de exposicdo a ser

testado, conforme apresentados na tabela 1:

Tabela 1: Distribuicdo dos grupos experimentais de acordo com o tempo de

exposicao e o tipo de fluido utilizado no sistema hidrodinamico.

Grupo Agua (GA)

Grupo Oxigénio (GO2)

Grupo Oz6nio (GOs3)

GAC- Controle
exposicao;

GAS5 -5 minutos

GA10 - 10 minutos
GA15 — 15 minutos
GA30 — 30 minutos
GAA45 — 45 minutos

GAG60 — 60 minutos

exposicao;

GO25 - 5 minutos
GO0:210 - 10 minutos
GO:215 - 15 minutos
G0230 - 30 minutos
GO245 - 45 minutos

G0260 - 60 minutos

exposicao;

GOs5 - 5 minutos
GOs310 - 10 minutos
GOs315 - 15 minutos
GO330 - 30 minutos
GO345 - 45 minutos

GO0360 - 60 minutos

sem GO2C - Controle sem GO3C - Controle sem

5.4. Desenvolvimento do dispositivo

O sistema desenvolvido foi baseado em um circuito hidrodinamico

fechado para a transferéncia de massa oxigénio medicinal-agua e oz6nio-agua,

utilizando para tal um misturador. O sistema proporcionou a conexao entre suas

partes através de mangueiras de silicone atoxico e conectores em aco inoxidavel

ou fluopolimeros devido a resisténcia/compatibilidade destes materiais ao gas

ozobnio.

O porta amostra com o tecido bioldgico foi acondicionado sob pressao

mecanica na posi¢cao central e vertical no interior do cilindro de vidro de

borosilicato com area util de 3,8 cm? proporcionando em seu interior uma

capacidade de 50 mL de agua corrente.
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O controle da vazéo de agua circulante foi obtido mantendo-se regulada
a tensdo elétrica de alimentacdo da mini- bomba, sendo esta ajustada e fixada
para operar na vazao de 35 mL/s, sendo a mini-bomba alimentada com tensao
de 4,0 Vcc. A vazao volumétrica de agua proporcionada nessa condicéo foi de
2100 cm3/min com uma velocidade do fluido da ordem de 0,92 m/s.

A temperatura da agua foi constantemente aferida pelo eletrodo do
medidor de oz6nio, mantendo o fluido a 25°C e o pH checado através de papel
indicador de pH (MColorpHast, Merck, Alemanha) no inicio e ap0s cada
processo.

No interior do cilindro foi posicionado o tecido biol6gico no porta amostra,
e apos este, o fluido foi disposto continuamente a um reservatoério retangular em
aco inox com capacidade de 1000 mL, retornando por ultimo o fluido a bomba
centrifuga no ciclo de circuito fechado.

Na entrada do reservatorio foi posicionado um analisador da concentragédo
de 0zb6nio na agua, visando a medicdo da concentracdo em tempo real deste gas
no meio aquoso durante os periodos de ozonizacdo, através do medidor analitico
de ozonio (T1Z-OEM, Anseros, Alemanha) realizando continuamente a medi¢c&o
do ozébnio residual e a temperatura da agua. O principio fisico deste sensor se
baseia no método de amperometria potenciostatica, assim, a leitura foi realizada
apenas com os fluidos em circulacdo. O procedimento foi mensurado apenas no
grupo onde se utilizou o fluido agua-ozonio.

O gerador de 0zdnio, baseado na producéo do gas via efeito de descarga
corona, sob o fluxo de oxigénio 1/8 L/min produziu 0z6nio e a concentracao de
ozonio foi estabilizada na 4gua ao longo da ozonizacdo em 1 mg/L.

O sistema compreendeu um cilindro com oxigénio medicinal (21%
oxigénio; 99,5% v/v de pureza; 1072, Linde Gases, Brasil), que foi acoplado a
uma valvula mecanica reguladora de fluxo (ME540, Medsease, China) fixado na
vazéo de 1/8 L/min fornecendo o fluxo de oxigénio diretamente a entrada do
gerador de 0z6nio usado. A saida do gerador de ozénio foi conectada a entrada

de gas do misturador.
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5.5. Andlise histoldgica

Em todos os grupos experimentais, nos seus respectivos tempos, foram
retirados trés fragmentos da membrana peritoneal ap0s 0s experimentos e
armazenados em frascos com formaldeido a 10% e enviados ao laboratorio de
histopatologia.

As amostras foram processadas conforme a rotina laboratorial e coradas
com hematoxilina-eosina (HE). Para as analises foi utilizado o microscépio 6ptico
(TNB-01T, Anatomic, Brasil) para aquisicdo das imagens fotograficas utilizando
as objetivas de 10x e 40x padronizado para todas as laminas.

Foram realizadas comparacdes histologicas entre os grupos testados nos
diferentes periodos para se avaliar possiveis alteracdes histoldégicas das

amostras do periténio bovino.
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6.0. RESULTADOS
6.1 Sistema hidrodinamico

As amostras de todos os grupos testados foram acondicionadas no porta
amostra e o processo com os fluidos (agua, Oz e Os). ocorreram conforme

esquema apresentado na Figura 6:

Suporte
com tecido.

Vilvula de controle fluxo. 1/8 L/m

GERADOR O*

RESERVATORIO

Fonte
Elétrica

Fonte: Maria katiana

Figura 6: Esquema representativo do desenvolvimento do dispositivo em sistema
hidrodindmico utilizando os fluidos agua, oxigénio medicinal e 0zénio no tecido
bioldgico.

Neste experimento avaliou-se o movimento dinamico das moléculas do
fluido liquido, uma vez que dependendo da velocidade, a trajetéria da &gua pode
ser retilinea (laminar) ou em movimentos aleatorios néo retilineos (turbulento).
Quando é retilineo, ha uma completa remoc¢do do material da superficie do
tecido, mas isso depende do tempo da velocidade da energia, nesse sentido é
primordial o teste utilizando o tecido biolégico no sistema para verificar em
quanto tempo o tecido pode permanecer integro. Essa energia cinética é
responsavel pela remocéo residual do tecido.

O procedimento de mensuragéo da vazao do sistema se realizou através
da bomba d’agua centrifuga em movimentagéo, onde na saida desta realizou-se
a injecdo da agua dentro de uma coluna de vidro graduada, atuando
simultaneamente junto a um cronémetro digital.

A vazdo que se obteve com a medicdo na agua nos trés grupos
experimentais foi de 2100 mL/min ou 2,1 L/min. Sendo essa a vazao a

operacional do sistema. Na equacgédo 2 apresentou-se a Vazado (Q, em mL/min
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ou L/min) em func&o do volume (v, em mL ou litro) por unidade de tempo
(minutos).
e Foérmula da vazéo

L Volume

~ Tempo
Q' =35ml/s

O diametro interno do tubo de vidro, onde foi posicionada a amostra
biolégica apresentou-se o valor de 2,2 cm (D). Desta forma, calculou-se a area
da seccéo transversal do duto de vidro.

e Célculo da area do duto de vidro:
DZ

A=m—
™7

A =3,8cm?

e Velocidade da 4gua no duto de vidro:

D=22mm0u2,ZcmV=%

V =552,6—"
T 60
V=92cm/s

Dada a velocidade, tornou-se necessario o valor do coeficiente de
Reynolds para assim determinar qual o regime de escoamento do fluido.
e Calculo do numero de Reynolds.
Re=p.v.D
H
cm
V= 9'ZT =V =0,092m/s

D=22cm =D = 0,022m

.v.d
Re = P
m
o, _ 1000%0,092x 0,022
= 710030x 10E -3
2,024
Re

~ 71,0030 x 10E — 3
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Re = 2018 Escoamento Laminar
Assim, o dispositivo desenvolvido operou no regime de escoamento do

tipo laminar, pois em comparacao ao limite maximo de Reynolds para o laminar
valendo 2000, o percentual adicional resulta em 0,9%.

Espera-se que a energia cinética de movimento das moléculas da agua
gerada pelo escoamento forcado da bomba centrifuga produza o arrasto dos
residuos da superficie da membrana, incluindo material microbiano
sedimentados sobre a superficie do tecido peritoneal, associado a acao
simultdnea do gas 0z6nio no sistema associado ao misturador, faz-se nesta
condicdo a remocdo dos microorganismos depositados sobre a amostra
bioldgica, transferindo-os para a agua onde sofreriam a acdo microbicida do

ozbnio.

6.2 Resultados da Histologia

Com a movimentacdo das moléculas no sistema hidrodinamico, estas
poderiam causar atrito sobre a superficie do tecido estudo em decorréncia do
tempo de exposicdo aos fluidos testados ocasionando alteracdes nos tecidos,
dai a importancia de se avaliar histologicamente o0s possiveis danos para
conhecer o tempo limite devido o atrito dos fluidos testados na superficie da

membrana, dados apresentados na tabela 2.
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Tabela 2: Resultados da observacgéao histolégica do peritdnio bovino expostos a

diferentes fluidos no sistema hidrodindmico em circuito fechado.

Estruturas histoldgicas

Epitélio Lamina Prépria Tecido
Grupos pavimentoso do tecido Adiposo
simples

GAC + + +

GA5 + + +
GA10 + + +
GA15 + + +
GA30 + + +
GA45 + + +
GA60 + + +
GO:2C + + +
GO25 + + +
GO210 + + +
GO0215 + + +
GO0230 - A A
GO245 - A A
G0260 - A A
GOsC + + +
GOs5 + + +
GOs10 + + +
GO315 - A A
GO0330 - A A
GO3z45 - A A
GO0360 - A A

Legenda: (+) presente, (A) Alterado, (-) ausente.

Com a finalidade de melhor comparacao entre os grupos testados, as amostras
histologicas foram comparadas pelo tempo de exposicdo nos trés fluidos (dgua,
oxigénio e 0zonio). As imagens serdo apresentadas nas figuras 7, 8, 9, 10, 11,
12.
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Figura 7: Fotos tiradas das laminas histologicas de cada grupo de estudo em
objetiva de 10x com escala de 48um, no intervalo de 5 minutos utilizando os
fluidos, agua (H20), oxigénio (O2) e o0zbnio (Os) comparado com 0S grupos
controles correspondentes.

—> Epitélio pavimentoso simples
> lamina propria do tecido conjuntivo propriamente dito,
AD - Tecido Adiposo
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Observou-se que em todos 0s grupos experimentais de 5 minutos
estavam correspondentes aos seus grupos controles, apresentando o epitélio
pavimentoso simples, lamina prépria do tecido conjuntivo propriamente dito e
tecido adiposo com adipocitos uniloculares sem alteracdo visiveis
histologicamente.

Figura 8: Fotos tiradas das laminas histologicas de cada grupo de estudo em
objetiva de 10x com escala de 48um, no intervalo de 10 minutos utilizando os
fluidos, 4gua (H20), oxigénio (O2) e 0zénio (O3).
—> Epitélio pavimentoso simples
> lamina proépria do tecido conjuntivo propriamente dito,
AD - Tecido Adiposo

Nos grupos testados no tempo de 10 minutos observou-se as mesmas
caracteristicas dos grupos controles e testados por 5 minutos, ou seja, nenhuma

alteracdo do tecido nos trés grupos estudados.
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Figura 9: Fotos tiradas das laminas histolc’)gicas de cada grupo de estudo em
objetiva de 10x com escala de 48um, no intervalo de 15 minutos utilizando os
fluidos, &gua (H20), oxigénio (O2) e 0zbnio (O3).

—> Epitélio pavimentoso simples
P l1amina propria do tecido conjuntivo propriamente dito,
AD - Tecido Adiposo

Nos grupos testados com o tempo de 15 minutos, observou-se as mesmas
caracteristicas dos grupos controles nos fluidos agua e oxigénio, porém no grupo
fluido ozénio testado por 15 minutos observou-se perda do epitélio pavimentoso
simples, com desorganizagao das fibras do tecido conjuntivo propriamente dito
da lamina proépria e desarranjo do tecido conjuntivo com pequenas alteracfes do

tecido adiposo.
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Figura 10: Fotos tiradas das laminas histologicas de cada grupo de estudo em
objetiva de 10x com escala de 48um, no intervalo de 30 minutos utilizando os
fluidos, &gua (H20), oxigénio (O2) e 0z6nio (O3).

—> Epitélio pavimentoso simples

P l1amina propria do tecido conjuntivo propriamente dito,
AD - Tecido Adiposo

No grupo fluido agua no periodo de 30 minutos ndo foi observado
alteracdes no tecido, mantendo as caracteristicas observadas nos tempos
anteriores, ou seja, controle, 5, 10, 15 minutos, mantendo-se integros.

No grupo fluido oxigénio testado por 30 minutos observou-se destruicao
do epitélio pavimentoso simples, desorganizacao das fibras do tecido conjuntivo
propriamente dito da lamina propria e tumefacdo celular nos tecidos adipécitos
(AD). No grupo fluido oz6nio testado por 30 minutos observou-se que as

alteracdes estavam em maior grau conforme descritas no tempo de 15 minutos.
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Figura 11: Fotos tiradas das laminas histoldgicas em objetiva de 10x com escala
de 48um, no intervalo de 45 minutos utilizando os fluidos, oxigénio (O2) e 0z6nio
(O3), caracterizando as alteracgdes.

—> Epitélio pavimentoso simples
P 1amina propria do tecido conjuntivo propriamente dito,
AD - Tecido Adiposo

Nos grupos fluidos, oxigénio e 0z6nio, testado por 45 minutos observou-

se maior agravo na destruicdo das camadas nas estruturas descritas

anteriormente.

E:“* -
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Figura 12: Fotos tiradas das laminas histologicas em objetiva de 10x com escala
de 48um, no intervalo de 60 minutos utilizando os fluidos, agua (H20), oxigénio
(O2) e 0zbnio (O3), caracterizando as alteracoes.

—> Epitélio pavimentoso simples
P 1amina propria do tecido conjuntivo propriamente dito,
AD - Tecido Adiposo

No grupo fluido 4gua ap6s 60 minutos ndo foram observadas alteracdes
nas estruturas histologicas da membrana peritoneal estudada. Nos grupos
fluidos, oxigénio e 0zbnio, testados por 60 minutos observou-se que um maior

agravo nas descri¢cOes relatadas anteriormente.
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7.0. DISCUSSAO

O dispositivo hidrodinamico utilizado neste estudo foi desenvolvido para
que houvesse a viabilidade da aplicacdo da agua ozonizada na membrana
biologica. Ha a expectativa de que a propria movimentacdo das moléculas de
H20 utilizando a energia mecéanica permita a remogéo de material residual na
superficie da amostra, o sistema proporcionou a originalidade do tema exposto.

O diferencial deste estudo consistiu justamente no processo de
otimizacdo do sistema desenvolvido baseado na hidrodinamica podendo ser
levado para as membranas biolégicas, uma vez que grande parte dos estudos
que envolvem tecidos biolégicos, apresentam uma certa complexidade e tempo
relevante em sua total higienizacdo, ndo garantindo a integridade do tecido como
apresentados nos estudos de Mota et al (2002) que avaliaram amostras da
camada muscular do intestino delgado de cdes quando expostos a produtos
quimicos visando a conservagdo das amostras, mas 0s meios ndo preservaram
a integridade celular, a conservacgéao do tecido biolégico nao foi o tema de nosso
estudo, porém com a utilizacdo do dispositivo a integridade do tecido
permaneceu em condicdes viaveis de acordo com o fluido e tempo utilizados.

Os fendbmenos hidrodindmicos estdo presentes nos organismos Vivos,
correspondendo desde a circulacdo sanguinea dentro do corpo com a utilizacdo
da bomba-cardiaca até a nivel celular, micro fluidos, com o transporte de
nutrientes para dentro das células (HUBER et al. 2018). Os micro-fluidos ainda
estdo sendo estudados para a confeccédo de biosensores em trés dimensdes,
manipulagdo e separacdo celular visando aplicabilidade direta de novas
tecnologias para o setor da saude (MICHAEL et al., 2014).

Na Engenharia de Tecidos os produtos gerados pelo processo da
descelularizacdo de origem animal vém ganhando interesse nos ultimos anos
devido as diversas vantagens frente aos biomateriais “scaffolds” artificiais (FU et
al. 2014). Os tecidos de origem animal, caso do peritdnio bovino, sdo largamente
disponiveis e de baixo custo. Lachaud et al., (2015) em um trabalho de reviséo

apontaram que tais tecidos de origem animal s&o menos imunogénicos, além de
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bioativos e biocompativeis, e ainda retém uma grande parte das propriedades
mecanicas dos tecidos originais mesmo apos o processo de descelularizacéo.

De acordo com os dados obtidos no presente estudo, verificou-se que o
grupos experimentais expostos a agua ozonizada durante 15, 30, 45 e 60
minutos (GO315, GO330, GOs45, e GO360), assim bem como, 0s expostos ao
oxigénio 30, 45 e 60 minutos (GO230, GO245 e GO260) apresentaram auséncia
de epitélio pavimentado simples, e os tecidos da lamina prépria e o adiposo
perderam sua integridade. Estes dados indicam que dependendo da dose
empregada, tanto o oxigénio medicinal, como o0 oz6nio podem gerar lesbes
teciduais. Um das justificativas para o efeito observado pelo oxigénio estaria
relacionado com a sua configuracao eletronica, isto porque o oxigénio tem forte
tendéncia a receber um elétron de cada vez. A molécula de oxigénio em meio
aquoso pode receber um elétron e gerar a formacao de radicais livres (YU, 1994;
DEL MAESTRO, 1990) que dependendo da dose empregada poderiam ser
responsaveis pelas lesdes observadas nas amostras bioldgicas.

No presente estudo optamos por empregar 0zonio porque durante seu
processo de decomposi¢ao nao gera residuos quimicos no tecido biologico, além
de ser agente oxidante e eficaz na inativacdo de bactérias, bolores, leveduras,
virus, protozodrios, inclusive formas esporuladas e cistos de protozoarios que
sdo mais resistentes (USEPA, 1999; PASSOS, et al. 2014).

Com relacao a forma como ocorre a inativacdo dos microorganismos, ha
relatos na literatura que o ozonio atua inicialmente na membrana celular, sendo
a superficie da célula microbiana o primeiro alvo a ser atingido. Sua acéo
antimicrobiana é decorrente da oxidacdo de glicolipideos, glicoproteinas e
aminoacidos da parede celular, resultando na alteracdo na permeabilidade
celular induzindo a lise osmética da bactéria (KIM et al., 1999). Neste sentido, 0
efeito oxidante e consequentemente a inativacdo da populacdo microbiana é
inespecifica, o que justifica alteracdes na membrana biolégica dependendo da
dose empregada. Assim, a exposicdo do material bioldgico a partir de 15 minutos
a agua ozonizada foi suficiente para causar alteracdes significativas no tecido.

O sistema hidrodinamico desenvolvido neste estudo foi analisado quanto
a viabilidade da aplicagédo da agua ozonizada na membrana biolégica em termos

de desinfeccdo. Ha a expectativa de que a propria movimentagdo das moléculas
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de agua utilizando a energia mecénica cinética, permita a remocao de material
residual de origem microbiana na superficie da amostra, neste sentido, uma vez
este material diluido em meio agua ozonizada, produzira a inativacdo dos
microorganismos através da interacdo destes com 0s compostos oxidantes
gerados a partir da degradacéo da molécula de oz6énio difundida no fluido.

Em nosso experimento o objetivo principal foi o desenvolvimento do
dispositivo em sistema hidrodinamico em diferentes fluidos e tempos aplicados,
visando avaliar a integridade do tecido utilizado, mas em trabalhos futuros o

dispositivo sera testado no processo de desinfeccdo de amostras bioldgicas.
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8.0. CONCLUSOES

O sistema hidrodinamico com apenas o fluido agua nos tempos estudados
(5, 10, 15, 30, 45 e 60 minutos) ndo alteraram as integridade celulares da
membrana peritoneal bovina, em contrapartida, o fluido agua-oxigénio as
alterages ocorreram a partir de 30 minutos em diante, e no fluido agua-ozonio,
as alteragbes ocorreram a partir dos 15 minutos de aplicagéo.

O dispositivo desenvolvido em sistema fluido-dindmico com escoamento
do tipo laminar utilizando dgua ozonizada para higienizacéo de peritdnio bovino
empregando um misturador demonstrou ser eficiente para potencializar a

transferéncia do gas ozénio para 0 meio aquoso.

0.9. TRABALHOS FUTUROS
Novos estudos devem ser realizados com o intuito de confirmar o efeito

microbicida do sistema.
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