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RESUMO

O presente estudo avaliou o uso de um Sistema Hidrodinamico (SH) que emprega
agua ozonizada para a desinfeccdo de Membrana Amniética Humana (MAh), além de
verificar possiveis alteracdes morfologicas, a partir de andlise histologica e por
Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV). Para o procedimento foram selecionados
fragmentos de MAh que foram contaminados experimentalmente com Staphylococcus
aureus (102 UFC/mL) e submetidos durante 5 minutos (1,95 mg/cm? (O3)) , 10 minutos
(3,9 mg/cm? (O3)) e 15 minutos (5,85 mg/cm? (O3)) ao processo de desinfeccdo. Os
dados obtidos demonstraram que a partir de 10 minutos seria o tempo necessario para
obter a saturacé@o de ozo6nio dissolvido na agua (2.7 mg/L), por isso, este tempo inicial
foi definido para inserir as amostras de MAh no SH para a desinfeccéo. Os resultados
da analise microbiolégica da 4gua demonstraram que néao foi detectado crescimento
microbiano em todas as amostras de agua analisadas em 5 momentos diferentes,
sendo a primeira amostra colhida ap6s 1 minuto de funcionamento do SH; a segunda
amostra apés 10 minutos de circulacdo da agua ozonizada no SH; a terceira amostra
apos 5 minutos de circulacdo da agua ozonizada pelo SH, na presenca da MAh
contaminada; a quarta amostra ap6s 10 minutos de circulacdo da dgua ozonizada pelo
SH na presenca da MAh contaminada, a quinta amostra apds 15 minutos de circulagédo
da agua ozonizada pelo SH, na presenca da MAh contaminada. A analise
microbiologica da superficie das MAh foi realizada com o auxilio de um swab e
demonstrou que ap6s 5 minutos de desinfeccdo houve a reducdo de 1 Log de
crescimento microbiano, enquanto, apos 10 e 15 minutos houve 2 Log de reducéo
crescimento microbiano, indicando que a partir de 10 minutos e 15 minutos néo foi
detectado crescimento microbiano. Analise morfologica e da superficie revelaram que
a integridade estrutural da MAh foi mantida durante o processo e sugerem 0 USO
promissor deste sistema na desinfeccdo deste biomaterial. Pode-se concluir que a
partir do sistema hidrodinamico empregando agua ozonizada para desinfeccdo de
material biolégico foi possivel promover um fluxo de agua continuo, com regime de
escoamento com comportamento transitorio, o que favoreceu o arrasto e a remogao
do material contaminante da superficie da MAh. As MAh possuem um grande
potencial de uso nos processos de regeneracdo, podendo ser desinfetadas,
preservadas e armazenadas para utilizacdo em medicina regenerativa.

Palavras-chaves: Engenharia Biomédica agua ozonizada, membrana amniética
humana (MAh), desinfec¢éo de material bioldgico, sistema hidrodindmico.



Disinfection of Human Amniotic Membrane Using a Hydrodynamic Systemith

Ozonated Water

ABSTRACT

The study evaluated the use of a Hydrodynamic System (HS) that uses ozonized water
for the infection of Human Amniotic Membrane (MAh), in addition to verifying possible
morphological changes, from histological analysis and by Scanning Electron
Microscopy (SEM). For the procedure, fragments of MAh were selected that were
experimentally contaminated with Staphylococcus aureus (103 CFU/mL) and
protected for 5.95 mg/cm2 (03), 10 minutes (3.9 mg/cm2 (03)) and 15 minutes (5.85
mg/cm2 (O3)) to the disinfection process. The initial data were found/from 10 minutes
would be the time required to obtain the saturation of ozone in the water (2.7),
therefore, this was defined for the sample of MAh in the SH to obtain the disinfection.
The results of the sample collection after the analysis were not microbial created in all
samples of samples of the analysis, being 15 of functioning in first sample of different
samples; the second sample after 10 minutes of circulation of the ozonized water in
the SH; the third sample after 5 minutes of circulation of the water ozonated by the HS,
in the presence of the contaminated MAh; the fourth sample after 10 minutes of
circulation of water ozonated by HS in the presence of contaminated MAh, the fifth
sample after 15 minutes of circulation of water ozonated by HS, in the presence of
contaminated MAh. The evolution of the surface of the MAh was performed with the
aid of a reduction of minutes microbiological analysis after 5 days of disinfection there
was a reduction of 1 Log of microbial growth, while after 10 and 15 there were 2 Log
of microbial growth, indicating that microbial growth from 10 minutes and 15 minutes
no microbial growth was detected. The morphological analysis and the discovery of
the biomaterial system revealed that the structural structure of the MAh was
maintained during the promissory process and revealed the use of disinfection of this.
It is possible to deepen the behavior from the hydrodynamic system using ozonated
water for the infection of the biological material, it was possible to promote a flow
regime with transient, which favors the flow flow and the removal of the contaminant
material from the MAh. MAh have great potential for use in transformation processes,
can be used in regeneration processes, can be preserved and preserved in terms of
use in medicine.

Keywords: Biomedical Engineering ozonized water, human amniotic membrane
(hAM), disinfection of biological material, hydrodynamic system.
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1 INTRODUCAO

Membrana Amniética humana (MAh) é uma membrana delgada localizada no
lado interno da placenta, que circunda completamente o embrido/feto e delimita a
cavidade amniotica, sendo esta preenchida pelo liquido amniético (POLLARD, AYE,
SYMONDS, 1976; VAN HERENDAEL, OBERTI, BROSENS, 1978; MAMEDE et al.,
2012). A MAh é formada por uma Unica camada de células epiteliais cuboidais,
semelhantes as células da epiderme, que esta ligada a uma espessa membrana basal
e a uma matriz estromal avascular, composta por fibroblastos dispersos em uma
estrutura de colageno.

A presenca de matriz extracelular rica em polimeros fibrosos constituidos
principalmente de colageno confere ao estroma propriedades anti-inflamatorias,
decorrentes do aprisionamento de células inflamatérias, da inibicdo da atividade de
proteases, diminuicdo da peroxidacao lipidica e da presenca de varios tipos de fatores
de crescimento (Epidermal Growth Factor - EGF, Basic Fibroblast Growth Factor — b-
FGF, Hepatocyte Growth Factor - HFG, Keratinocyte Growth Factor - KGF and
Transforming Growth Factors - TGF) e citocinas (Interleukin 6 and 8). Além disso, a
MAh tem outras propriedades bioldgicas, como efeito antimicrobiano e anti-fibrose,
juntamente com a capacidade de diminuir cicatrizes, favorecer a neovascularizacao,
a cicatrizacao de feridas e reduzir a dor (HAO et al., 2000; EDQM, 2017).

Devido as diversas propriedades biolégicas, a MAh tem sido usada atualmente
como um produto de base biolégica muito promissor na pratica clinica, especialmente
na oftalmologia e no tratamento de uma ampla variedade de condicbes patolbgicas,
como no manejo das queimaduras, como curativo temporario ou de longo prazo, como
material de enxerto sobre Ulceras de pele, em artroplastia e cirurgia reconstrutiva
(EDQM, 2017; JIRSOVA; JONES, 2017; KHOSRAVIMELAL et al. 2020; KOLLER;
ORSAG, 2006; MERMET et al., 2007).

A MAh é obtida a partir de parto cesaria, sendo separada da placenta e na
sequéncia processada para ser entdo armazenada (EDQM, 2017). Tehrani et al.
(2020) descreveram que a preservacao da membrana segue geralmente o protocolo
proposto por Kim na qual a membrana é processada com antibiéticos e antifungicos e
mantida em meio contendo glicerol a - 80°C (KIM; TSENG, 1995). No entanto, o

método mais consagrado para processamento da MAh é a radio esterilizacdo, que
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pode ser realizada por dois mecanismos principais: o acelerador de elétrons e as
fontes de radiacdo Gama de cobalto 60 (SUN et al., 2020).

Os raios Gama contém energia de fétons que possuem a capacidade de romper
as cadeias de polipeptidio, e através da radidlise das moléculas de dgua séo liberados
radicais livres que causam a quebra de ligacdes cruzadas de colageno e o material
nao irradiado apresenta um epitélio e estruturas do tecido conjuntivo mais intacto
guando comparados ao irradiado. Estas alteracdes estruturais podem dificultar seu
uso, o que leva a ser considerado uma desvantagem do uso desta técnica
(TZAPHLIDOU, 2002).

O Ozobnio € uma forma alotrépica do oxigénio e um potente oxidante. Quando
dissolvido na &gua reage com compostos organicos e € altamente indicado na
degradacdo e eliminacdo de matéria organica e microrganismos (LIMA; FELIX;
CALIRDOSO, 2021).

Com base nestas informacdes, o0 presente estudo avaliou o uso de um sistema
hidrodindmico que emprega agua ozonizada para a desinfec¢cdo de MAh, além de
verificar possiveis alteracdes morfolégicas, a partir de andlise histologica e por
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), induzidas pelo processamento deste
biomaterial. Além disso, com o célculo do nimero de Reynolds em termos da
hidrodindmica, foi possivel estimar o regime da agua corrente sobre o tecido biolégico,
laminar ou turbulento, a fim de manter a integridade do MAh, e permitir a remocéao de
material microbiano depositado sobre a superficie da amostra pela energia cinética
das moléculas do fluido, enquanto o ozénio dissolvido na agua exerca seu efeito

microbicida.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

. Avaliar o uso do gas ozonio dissolvido na agua através de um sistema

hidrodindmico para a desinfec¢cao de MAh.

2.2. Objetivos Especificos

. Determinar a concentracdo de o0zbnio dissolvido na agua e a
concentracdo de ozbnio para cada tempo de exposicdo da MAh no processo
hidrodinamico;

. Realizar a analise microbiolégica apdés o processo de desinfeccao,
através da andlise da 4gua, analise da superficie e andlise direta do biomaterial;

. Realizar a analise comparativa dos diferentes tempos de ozonizacao do
biomaterial com o intuito de definir o tempo minimo necessario para realizar a
desinfeccao da MAh;

. Determinar o numero de Reynolds em termos da hidrodindmica com a
finalidade de estimar o regime de escoamento da agua corrente sobre o tecido
biolégico;

o Analisar possiveis alteracdes morfolégicas decorrentes do processo de
ozonizagao a partir de analise histoldgica;

o Analisar possiveis alteracdes na superficie da MAh por Microscopia

Eletronica de Varredura (MEV) ap0s o0 processo de ozonizagao.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Engenharia de tecidos

A Engenharia de tecidos esta envolvida em desenvolver novos dispositivos,
materiais e processos biocompativeis com capacidade para interagir com o tecido
biolégico natural, servindo como estrutura reparadora e arcaboucgo para células
capazes de serem aplicados ou instalados nos pacientes (NASCIMENTO;
LOMBELLO, 2016).

A terapia celular para o reparo de cartilagem articular tem sido bem explorada
pela Engenharia de tecidos, adequando, células e moléculas sinalizadoras com
biomateriais principalmente células-tronco mesenquimais do tecido adiposo pois
possuem grande potencial de regeneracao e facilidade na coleta (SILVA, 2017).

A Bioengenharia ou Engenharia de tecidos possibilita a constru¢cdo de bio-
scafollolds a partir da matriz extracelular, podendo ser obtido em vérias fontes
teciduais alogénicas e xenogénicas, de diferentes espécies, podendo ser utilizado em
cirurgias cardiacas e cirurgias oculares, como, por exemplo, de pericardio que é um
tecido rico em glicoproteinas, colageno e glicosaminoglicanas (WOLLMANN et
al.,2019)

Os vasos sanguineos artificiais, criados pela Engenharia de tecidos, sdo
relatados em estudos da area médica para utilizacdo em microcirurgias pois sado
elaborados com tecnologia de nano celulose, atuando no processo de regeneragao
em feridas, diminuicdo da dor em tecidos queimados, promovendo a granulacédo e
manutencao dos fatores de crescimento e permitindo incorporar substancias ativas
em suas estruturas para modulacao especificas de algumas propriedades (FISCHER
et al., 2017).

A Engenharia de tecidos vem observando e criando biomateriais como
alternativa para utilizacdo em arcaboucos de tecido 0sseo, com arquitetura
tridimensional, porosa compativel com células 0sseas, promovendo regeneracéo
dando suporte para crescimento, proliferagcdo e diferenciacdo celular, sendo que
esses suportes devem apresentar resisténcia mecanica e protocolos que revelam
biocompatibilidade (SILVA, 2017).

Os suportes criados pela Engenharia de tecidos combinam células-tronco e

adultas com biomateriais que trazem novas perspectivas para as necessidades de
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preenchimento 0sseo. Previamente carregadas com células para osteo inducao e
angiogénese, na Engenharia de tecidos, utiliza-se células-tronco mesenquimais de
tecido adiposo para compensar as dificuldades nas propriedades mecanicas de
formas de tratamento convencional como os cimentos de hidroxiapatita e os fosfatos
tricalcicos (CORSETTI, 2017).

Baseando-se na relacdo entre estrutura quimica dos biomateriais com as
estruturas e propriedades dos tecidos 0sseos, a Engenharia de tecidos vem aplicando
0s arcabougos com estruturas mecanicas semelhantes aos 0ssos naturais baseando-
se na fisico-quimica bioldgica para criar arcaboucos utilizando polimeros sintéticos
como o prolicaprolactona, acido polilatico, acido poliglicélico associados a ceramica
bifasica, devido as suas propriedades porogénicas (ENCARNACAO, 2016).

A Engenharia de tecidos estuda a biocompatibilidade, resisténcia mecéanica e
biodegrabilidade, dos scaffolds, bem como adesdo e proliferacdo e preservacao
celular, adequando biomateriais como os hidrogéis pois apresentam boa
compatibilidade com os tecidos a serem regenerados utilizando polimeros sintéticos
ou naturais de acordo com a funcéo e necessidade, uma vez que esses suportes irdo
acomodar células vivas (NOBRE, 2016).

O progresso e bom resultado das terapias envolvendo transplante celular sao
dependentes da Engenharia de tecidos, sendo essa area interdisciplinar que oferece
alternativas regenerativas utilizando estruturas para crescimento celular fora do
organismo e implantes de suportes biocompativeis para induzir a formacéo de tecidos
renovados, combinando fatores de crescimento, marcadores especificos com
estimulacdo mecanica ou elétrica (MARTINS, 2018).

A Engenharia de tecidos com auxilio de ferramentas biol6gicas vem avancando
cada vez mais no sentido de substituir 6rgdos danificados ou adoecidos por 6rgaos
artificiais, combinando biologia molecular, biologia celular, ciéncia dos materiais,
medicina e engenharia. Com o objetivo de enfrentar os desafios, a engenharia de
tecidos esta desenvolvendo formas para ter sucesso, pois milhares de pessoas
morrem devido a falta de doador (PESSOA; SCHIRMER; ROSA, 2013). Neste
sentido, a MAh apresenta diversas caracteristicas que tornam seu uso muito
promissor na engenharia de tecidos, como é o caso da sua flexibilidade, estabilidade
e permeabilidade, sendo um tecido biocompativel e indicado para restaurar funcao

comprometida por traumas, doencas inflamatorias e degenerativas e defeitos
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congénitos para o campo da medicina regenerativa (GONCALVES; SANT'ANNA,
2021).

3.2 Membrana amniética Humana (MAh)

As membranas amnioticas (MA) sdo chamadas de membranas ovulares (MO)
segundo protocolo (RPMO) Rotura Prematura das Membranas Ovulares. Membrana
ovular pode ser compreendida como a rotura espontanea da membrana amniotica
apos a 20° semana de gravidez e antes do inicio do trabalho de parto (GONCALVES
et al., 2019).

Os estudos de Hao et al. (2000) e EDQM (2017) afirmaram que
histologicamente as membranas possuem citosinas tais como fator de crescimento
fibroblastico, fator de crescimento epidérmico, fator de crescimento transformador-3
(TGF-B), citoqueratinas (CK) AE1l/ AE3 e CK 19. Produz anti-angiogénico do tipo
trombospondina-1 e endostatina e os inibidores teciduais de metaloproteases,
(TIMP1, TIMP2, TIMP3 e TIMP4).

Soares (2013) descreve que a membrana amniética € a camada interna das
membranas fetais, muito utilizada em transplantes por ser um tecido rico em
propriedades anti-inflamatorias, antimicrobianas e antifibréticas, com risco minimo de
provocar reacfes imunologicas.

Duarte (2014) afirmou que a (AM) ou &mnio em sua estrutura histolégica varia
desde a concepcédo até o momento do parto, sendo resistente, lisa, flexivel, delgada
e brilhante.

A MAh possui espessura variada conforme a regido, sendo que nas regides
centrais ela é mais espessa e suas regides proximas as bordas menos espessas. O
nivel de transparéncia e indice de refracdo também séo diferentes de acordo com a
regido (ALDROVANI; LAUS, 2015).

Duarte (2014) em seus estudos observaram que o amnio € composto por uma
camada epitelial, uma camada de membrana basal, uma camada compacta, uma
camada de fibroblastos e uma camada intermediaria. Essas camadas séo formadas
por colageno e proteinas estruturais; juntos, eles fornecem a integridade mecanica da
membrana.

A camada epitelial ou epitélio cuboide é formada por células cuboides e

colunares com microvilosidades na superficie e nucleo bem definido (Figura 1). A
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membrana basal € rica em estruturas compostas por laminina, fibronectina e colageno
tipo 1V, VII e VIl essas estruturas sdo chamadas de filamentos de ancoragem
(PAGGIARO, 2020). A camada compacta € aderida a camada basal e a camada de
fibroblastos e possui coldgeno do tipo | e lll. A camada de fibroblasto como a compacta
€ rica em colageno do tipo | e Il e esta ligada a camada esponjosa que € rica em

mucina e esta diretamente ligada ao corion (FERENCZY, 2020).
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Figura 1. Camadas do amnio.
Fonte: Préprio auto

A utilizacdo da membrana amnib6tica como curativo biolégico mostra um
potencial de seus efeitos benéficos, a exemplo quando utilizada em queimaduras. Ao
cobrir as terminacdes nervosas promove a diminuicdo da dor e seu efeito anti-
inflamatério, devido a presenca de interleucina 10 e metaloproteinas. Os fatores de
crescimento promovem epitelizacdo e angiogénese, além de impedir o ressecamento
do tecido (GAVIRIA-CASTELLANOS; GOMEZ-ORTEGA; GERRERO-SERRANO,
2018).

Estudo realizado por Ramuta e Kreft (2018) confirmaram as vantagens e o
potencial da MAh para uso em urologia regenerativa e reconstrutiva, apontando
algumas considerac¢des preocupantes em relacdo a falta de um protocolo padronizado
na preparagdo e armazenamento de MAh. Sugeriram que houvesse uma
padronizacdo para preparar e armazenar, bem como mais estudos em animais
maiores e ensaios clinicos, para avaliar o potencial do uso de MAh em pacientes
urolégicos.

O armazenamento da MAh em glicerol € o método mais utilizado no mundo.

Esse método foi desenvolvido em 1984, nos paises baixos, devido a necessidade de
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preservar pele para serem doadas a transplante. Devido aos resultados bastante
positivos, essa técnica obteve aceitacdo geral no ambito clinico sendo utilizada
também para armazenamento de MAh (FIRENCZY; SOUZA, 2020).

Parveen et al. (2019) em seus estudos com a MAh demonstraram na
engenharia de tecidos cardiacos que foi possivel usar a MAh como scaffold para
cultivar cardiomiécitos humanos derivados de células-tronco. Além disso, verificaram
os efeitos anti-inflamatdrios e anti-fibrotico da MAh, assim ela foi classificada como
um suporte compativel com o tecido cardiaco. O uso de MAh é promissor porque além
de ser natural, biocompativel, também é de facil obtencdo e amplamente disponivel.

Martinez Pizarro (2020) em seus estudos traz evidéncias de cicatrizacdo de
Ulcera em pés diabéticos utilizando duas camadas de membranas, sendo que em trés
semanas o local da ferida cicatrizou.

Jirsova e Jones (2017) relatam em suas pesquisas a utilizacdo de membrana
amnidtica em cirurgias oftalmicas, sendo uma rica fonte de células epiteliais e
mesenquimais de grande utilidade na medicina regenerativa, aplicada nas areas de
dermatologia, cirurgia plastica e na area de genital.

Flagel, Girardi e Wasilewski (2021), em seus estudos, relataram a utilizacdo de
MAh em cirurgia de globo ocular, sendo que esta foi fixada através de fio de nylon
e/ou cola biologica. Os resultados demonstraram uma melhora na maioria dos
transplantes realizados, afirmando também que a MAh pode ser uma boa alternativa
para transplante ocular.

Em seus estudos sobre o uso de MAh como curativo biolégico em tratamento
para queimados, Silva et al. (2019), descreveram varias vantagens como a prevencao
de infeccéo, alivio da dor, aceleracdo da cicatrizacdo e facilidade para aplicar, além
de evitar a troca constante de curativos, diminuindo o estresse do paciente e do
profissional de saude.

Uma das principais vantagens de uso da MAh, sendo esta considerada uma
propriedade muito exclusiva, € a de ndo induzir a rejeicdo apods o transplante, pois ela
nao expressa os antigenos de histocompatibilidade HLA-A, B ou DR (MOREIRA,;
OLIVEIRA, 2000). Além disso, foram identificados Colageno tipos I, IlI, IV, V e VII,
Laminina e Fibronectina na membrana basal e no estroma, sendo Laminina e
Fibronectina sdo especialmente eficazes na facilitacdo da adesdo celular (EDQM,
2017).
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Segundo Isaac et al. (2016), a MAh, como material biolégico, possui
propriedades benéficas no processo de reparacéo tecidual sendo utilizadas também
como substrato para o cultivo de células epiteliais.

Hao et al. (2000) e EDQM (2017) relataram que a MAh quando preservada é
considerada como um tecido inerte com células inviaveis. A capacidade reparadora
das membranas em preservacao influencia na reparacao da lesdo através dos fatores
de crescimento e citocinas que podem estar limitados ou inexistentes bem como a
presenca de varios fatores de crescimento no epitélio da membrana, como (Epidermal
Growth Factor - EGF), Transforming Growth Fator -TGF), B1, B2, B3, (Keratinocyte
Growth Fator - KGF), (Fibroblas Growth Fator - b-FGF) e (Liver Growth Fator - HGF),
facilitando a migragao celular.

Iranpour et al. (2018) demostraram os efeitos estimulantes do crescimento de
MAh, assim como seu aumento da resisténcia mecéanica apos o cultivo de células
estromais derivada de adipdcitos (CEA), e de falta de imunogenicidade, sendo um
modelo seguro para a entrega de células halogénicas e aplicacbes de engenharia de
tecidos.

Paolin et al. (2017) relataram que os principais motivos de descarte desse
material biolégico sd@o aqueles relacionados a contaminacdo microbiana
principalmente por bactérias. Esta seria talvez a Unica desvantagem em sua utilizacéo

quando utilizada sem o devido preparo.

3.3 Contaminacdes presentes em tecidos bioldgicos

Artigo publicado por banco de tecidos biolégicos do Brasil descreve que o0s
principais motivos de descarte desse material bioloégico estdo relacionados a
contaminagcdo microbiana principalmente por bactérias (STEFFEN, 2018).

Em andlise microbiologica de feridas complexas como Ulcera por presséao,
lesbes vasculares diabéticas e sindrome de Fournier, identificou-se 22 espécies de
bactérias, sendo 18 Gram — negativas e 4 Gram — positiva, com predominio de
Pseudomonas aeruginosas, Proteus mirabilis e Staphylococcus aureus (OLIVEIRA et
al., 2021).

Também na pesquisa realizada com pacientes portadores de feridas entre 2
meses a 3 anos, sendo a maioria portadores de feridas na regido do maléolo a mais

de 1 ano, revelou a presenca de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
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Proteus mirabilis, Enterobacter aerogenes e Escherichia coli,, com predominio de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Proteus mirabilis (BORGES;
AORIN; CARVALHO, 2014).

3.4 Método de esterilizacdo de material biolégicos

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da
Resolucdo RDC n° 512, de 27 de maio de 2021 determina que esterilizacdo € a
eliminacao total ou inviabilizacdo de todos os microrganismos, incluindo os esporos,
por meio de processo fisico ou quimicos.

Segundo Paggiaro (2010) apesar do glicerol ter efeito desinfetante, a maior
parte dos bancos de tecido do mundo exige que a MAh seja submetida a técnicas de
esterilizacdo. O tecido é considerado completamente estéril quando submetido a um
processo complementar de esterilizacdo. Atualmente, 0 mais consagrado na literatura
€ a radio esterilizacdo, que pode ser realizada por dois mecanismos principais: o
acelerador de elétrons e as fontes de radiacdo Gama de cobalto 60.

A radiacdo Gama tem alta capacidade em eliminar bactérias, fungos, virus e
esporos, mas em contrapartida altera as caracteristicas e as propriedades dos tecidos
biol6gicos (FERENCZY,2020). A radiagdo interage com a molécula de DNA podendo
causar mutacdo genética ou morte celular, ou quebrando a molécula de &agua
formando radicais livres (OKUNO, 2013).

Os raios Gama contém energia de fétons que possuem a capacidade de romper
as cadeias de polipeptidio, e através da radiolise das moléculas de agua séo liberados
radicais livres que causam a quebra de ligacdes cruzadas de colageno e o material
nao irradiado que apresenta um epitélio e estruturas do tecido conjuntivo mais intacto
quando comparados ao irradiado (DIAS, 2018). Estas alteragcbes estruturais podem
gerar resultados clinicos menos favoraveis, o que pode ser considerado uma
desvantagem do uso desta técnica (TZAPHLIDOU, 2002).

Seitz et al. (2018) relataram que a MAh apds ser processada em condicdes
estéreis e seca ao ar durante a noite em capela de fluxo laminar, devera ser embalada
e esterilizada por irradiacéo, sendo que este procedimento de desidratacdo podera

alterar algumas propriedades do amnio.



25

Os estudos com raios Gama a 25 KGy quando aplicados como método de
esterilizacdo em tecidos biolégicos, como em membrana amnidtica, evidenciou a

danificacdo nas estruturas das membranas (PAGGIARO et al.,2020).

3.5 Método de desinfeccdo de material bioldgicos

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da
Resolucdo RDC n° 512, de 27 de maio de 2021, desinfeccdo € o processo fisico ou
quimico, que destrdi ou inativa a maioria dos microrganismos patogénicos de objetos
inanimados e superficies, com excecao de esporos bacterianos.

Técnicas de desinfeccdo de tecidos biologicos utilizando Dodecil sulfato de
sédio (DSS) tendem a alterar as caracteristicas dos tecidos e biomateriais (SUN et al.,
2020).

A Clorexidina ou Digluconato de Clorexidine, embora seja uma substancia com
excelente acdo bactericida, bastante utilizada na odontologia por sua acao contra
Streptococcus mutans, agindo na destruicdo das membranas citoplasmaticas das
bactérias, ela ndo é eficaz contra os esporos. (KLUK et al., 2016).

Estudos na area de odontologia avaliando os efeitos da clorexidina a 12%
aplicado na cavidade oral para antissepsia, demonstraram alguns efeitos colaterais
como queimadura do tecido mole, perda do paladar e alteracdo na coloragdo do
material dentario (PEGORARO, 2015).

Obtida de parto cesaria, a membrana amnidtica € separada da placenta
podendo ser usada preservada. Souza et al. (2004) descreveram gue a preservacao
da membrana segue, na maioria das publicacdes, o protocolo proposto por Kim,
precursora nessa linha pesquisa, no qual a membrana é preparada com antibiéticos e
antifangicos e é mantida em meio contendo antibiéticos e glicerol a - 80° C (KIM;
TSENG, 1995).

O armazenamento em glicerol € o método mais utilizado no mundo. Esse
meétodo foi desenvolvido em 1984 nos paises baixos devido a necessidade de
preservar pele para serem doadas a transplante. Devido aos resultados bastante
positivos e o0 baixo custo, essa técnica obteve aceitacdo geral no ambito clinico sendo
utilizada também para armazenamento de MAh (FIRENCZY; SOUZA, 2020).
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Seitz e Huckzermeyer (2018) relataram que a MAh, durante o processamento,
deve ser incubada durante 12 horas em solucdo antibidtica de amplo espectro,
contendo um antifingico, e, ap0s congelada a -80° C, podera ser utilizada no
tratamento de feridas.

3.6 Ozbnio

O ozbnio é um gas incolor de odor forte, instavel e parcialmente soluvel em
agua. Sendo um importante desinfetante, ja& que exerce sua acdo em diferentes
organismos patogénicos incluindo bactérias, virus e protozoarios. A acao germicida
deste géas foi relatada na Franca a partir de sua utilizacdo no final do século XIX,
quando foi utilizado como desinfetante para tratamento da agua. Além disso, 0 0z6nio
vem sendo empregada na terapéutica, denominado como Ozonioterapia (BOCCI,
2005).

O o0z6nio (O3) pode ser considerado o0 mais potente germicida natural, sendo
capaz de eliminar virus, bactérias, protozoarios e fungos com alta eficiéncia e rapidez,
devido a sua atividade altamente oxidante (RICKLOFF, 1987; BOCCI et al., 1998;
BOCCI, 2005; MOAT et al., 2009). O oz6nio é produzido naturalmente na atmosfera
pela acdo fotoquimica dos raios ultravioleta sobre as moléculas de oxigénio, e também
pode ser produzido artificialmente. Tal elemento é constituido estruturalmente por trés
atomos de oxigénio e possui meia vida de aproximadamente 40 minutos em
temperatura ambiente (MOAT et al., 2009) e altamente solivel em agua e
extremamente oxidativo. Esta Ultima caracteristica, combinada com a sua
solubilidade, faz dele um excelente candidato para uso como desinfetante e
esterilizante (BOTELHO; ALMEIDA, 2018).

Esse elemento, composto por trés atomos de Oxigénio (O2), esta presente na
estratosfera e se comporta como filtro dos raios ultravioleta emitidos pela radiagao
solar. Maidana, Kreutz e Bernardi (2014). Com sua acgao bactericida e desinfetante ele
purifica o ar atmosférico, com a vantagem de ser um agente oxidante que nao produz
residuos nocivos como subproduto, ao contrario produz Oxigénio (SCASSELLATI et
al., 2020).

Souza (2016) também afirmou que além de suas propriedades esterilizantes
tém baixo custo utilizando o oxigénio como insumo natural e pode ser aplicado em

materiais termo sensiveis. Também sendo utilizadas para descontaminar salas
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hospitalares bem como dispositivos médicos de aco inoxidavel e poliméricos, na
esterilizacdo de garrafas, agua e esgoto.

Segundo Silva et al. (2021) devido a sua elevada capacidade oxidativa, o
Ozbnio também esta sendo utilizado na area de odontologia pois destroi bactérias,
virus, esporos, endotoxinas e biofilmes. Afeta a membrana citoplasmatica e sistemas
enzimaticos, determinando a lise de células e inibindo o desenvolvimento de
resisténcia bacteriana.

Rediguieri et al. (2017) avaliaram a adequacdo do 0zbnio gasoso na
esterilizacéo de scaffolds eletroluminescentes de policaprolactona (PCL), um polimero
amplamente utilizado em engenharia de tecidos e em aplicacbes de medicina
regenerativa. O ozonio foi eficiente na esterilizacdo e preservou as caracteristicas
iniciais das estruturas com apenas a observacao de um enfraquecimento dos scaffolds
embora eles continuassem adequados e fortes o suficiente para serem utilizados
como suporte na engenharia de tecidos. Além disso, verificaram que 0 0zonio induziu
0 aumento da proliferacéo de fibroblastos L929, sugerindo assim que a aplicacdo do
gas 0zonio pode ser uma técnica adequada para a esterilizacdo de polimero scaffolds,
gue sao sensiveis a outros métodos de esterilizacao.

Pessoa, Schirmer e Roza (2013) verificaram que o ozénio foi eficiente na
eliminacao de cistos de Giardia spp presentes em agua residuaria, além disso notaram
que este processo é dose dependente.

Jacinto et al. (2014) observaram em seus estudos que o Ozonio utilizado para
desinfecdo de agua de reuso, como método alternativo para substituir o cloro, é seguro
para a saude e para o meio ambiente pois ndo resulta em subprodutos, bem como
demonstram que estdo dentro das especificacdes da legislacdo atual com relacéo as
analises microbiolégicas.

O ozobnio dissolvido em agua é uma excelente promissora op¢do com maior
efichcia que o hipoclorito no controle de microrganismos, na desinfestacdo e
desinfeccdo de superficies e alimentos, pois possui uma forte acdo contra bactérias,
cistos de protozoarios, virus, fungos e esporos de fungos (MAXIMIANO, 2017).

No presente estudo foi desenvolvido um protétipo empregando agua ozonizada
como desinfetante devido sua eficacia na desinfeccdo de superficies e alimentos
(FONSECA et al. 2020). Simultaneamente, ocorre a atuacdo de um sistema
hidrodinamico, funcionando através de um circuito hidraulico fechado, utilizando um

reservatorio e uma bomba d’agua, associado a uma valvula do tipo Venturi para a
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insercdo do gas ozonio. Dessa forma, o arrasto da agua ozonizada sobre as
superficies do tecido biologico alvo, produzindo assim, a remocao de material organico
pertinente, principalmente a microbiota instalada. Céalculos envolvendo a obtencédo do
namero de Reynolds utilizados em hidraulica, permitiram verificar o modo de atuacéo
hidrodindmica da agua ozonizada sobre as superficies da MAh, constatando dessa
maneira a formacédo de uma dinamica laminar ou turbulento sobre o tecido biologico
alvo (VASQUES; MENEGASSO; SOUZA, 2016).
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi realizado mediante a aprovagdo do Comité de Etica em
Pesquisa com o parecer n® 2.829.910. As MAh foram coletadas na Santa Casa de
Misericordia de Pindamonhangaba/SP/Brasil, conforme determina as Normas
Técnicas para o funcionamento dos bancos de sangue de corddo umbilical e
placentéario segundo a Resolugcdo - RDC n° 190/ 2003 (ANVISA, 2003). As oito
voluntarias que aceitaram doar a MAh para o presente estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Membranas amnidticas frescas foram
obtidas assepticamente a partir de cesarianas de doadoras soronegativas (sifilis,

hepatite B, toxoplasmose, HIV) com intervalo de idade entre 28 a 30 anos.

4.1 Coleta e transporte da Membrana Amnidtica

O material foi colhido na Santa Casa de Misericérdia de Pindamonhangaba
apos a autorizacdo dos responsaveis técnicos dessa instituicao.

O material bioldgico foi coletado conforme determina as Normas Técnicas para
o funcionamento dos bancos de sangue de corddo umbilical e placentario segundo a
Resolucao - RDC n° 190, de 18 de julho de 2003.

A figura 2 demonstra a obtencé&o e separagdo da MAh. Na sequéncia o material
foi acondicionado em um recipiente de vidro imerso em solucao fisiolégica (NaCl 0,9
%) e o recipiente contendo o material e esta solucdo foram acondicionados em um
recipiente térmico refrigerado a uma temperatura de 10 a 15°C e transportado ao
Laboratdrio de Biotecnologia do Centro de Inovagao, Tecnologia e Educacdo — CITE,
em S&o José dos Campos:

S, -
Figura 2. Coleta (A) e separagao das membranas amnioéticas (B)
Fonte: Préprio Autor
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4.2 Lavagem da MAh

As MAh foram lavadas manualmente por 10 vezes com solucgéo fisioldgica
(NaCl 0,9%) estéril para remocao dos residuos biolégicos (Figura 3), tais como sangue
e liquido amnidtico, e na sequéncia foram segmentadas e fixadas com adesivo a base
de cianoacrilato em um porta-amostra retangular confeccionada em chapa de aco

inoxidavel (Figura 3 - C).

Figura 3. Lavagem abundante da MAh (A), e membrana lavada (B) e fixacdo na porta-
amostra (C)
Fonte: Préprio Autor

4.3 Contaminacgéo experimental das amostras

As amostras de MAh apds o processo de lavagem foram cortadas com lamina
estéril de bisturi em fragmentos de aproximadamente 2cm de largura e 5cm de
comprimento, para serem inseridas no porta-amostra, este confeccionado em chapa
de aco inoxidavel pelo laboratério de Engenharia de Materiais da CITE.

Apdés o acondicionamento da MAh no porta-amostra, essa foi submetida a
contaminacdo experimental. A cepa de Staphylococcus aureus (CCCD S013) foi
cultivada por 18-24 horas a 37°C, em Agar Mueller Hinton (HiMedia Laboratories,
Pennsylvania, PA, USA) e foram empregadas para o preparo das suspensdes
microbianas. A concentracdo final de S. aureus foi ajustada em 10° UFC/mL, em
solucdo fisiologica estéril, a partir de diluicho seriada baseada em método
nefelométrico (Escala de Mc Farland). O porta-amostra contendo o fragmento da MAh
foi inserido em um tubo Falcon de 50 mL, onde o in6culo bacteriano foi também

mantido em estufa & 37°C por 60 minutos.
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ApoOs esse periodo, a placa metalica contendo o fragmento com a MAh foi
colocada dentro de um tubo de vidro com diametro de 22mm (2,2 cm) para ter contato

com a agua ozonizada (Figura 4).

Figura 4. (A) Colocagéo da placa metélica com a MAh no tubo de vidro. (B) placa metalica com
a MAh imersa na 4gua contendo oz6nio
Fonte: Préprio Autor

4.4 Protocolo para desinfeccdo das amostras de MAh

O sistema hidrodinamico desenvolvido no presente estudo, qual foi solicitado o
pedido de patente RPI 2666 (21) 10 2021 025.690-7, compreende em suas partes
materiais que apresentam significativa resisténcia oxidativa ao o0z6nio, como por
exemplo reservatorio d’agua de ago inoxidavel (1 litro), dutos flexiveis de silicone para
fluir a 4gua ozonizada, bomba d’agua e valvula Venturi de resina também resistente a
oxidacdo perante ao ozoOnio. As partes constituintes do sistema, com excecao da
bomba d’agua e valvula Venturi, foram submetidas a desinfecgéo de alto nivel em
auto-clave a vapor. Os experimentos sempre foram conduzidos no interior de capela
de exaustdo com vistas a seguranca do operador pela utilizagcdo do ozoénio. Apés
0 procedimento para contaminacdo das amostras, 0 porta-amostra contendo o

fragmento da hAM foi posicionado dentro de um tubo de vidro com diametro interno
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de 2,2 cm e comprimento de 12 cm, e entdo inserido no sistema desenvolvido baseado
em um circuito hidrodinamico fechado para a transferéncia de 0z6nio a agua.

O sistema operava previamente por 10 minutos para atingir um valor de
concentracéo de ozénio (mg/L) na agua destilada, no intuito principalmente de inativar
a potencial microbiota presente junto ao sistema hidraulico.

Além disso, foi coletado a cada 60 segundos, o valor de concentracdo de ozénio
na agua destilada durante o processo de ozonizacdo, até o décimo quinto minuto.
Para isso, foi utlizado o instrumento medidor baseado em amperometria
potenciostética (TIZ-OEM, Anseros Klaus Nonnenmacher GmbH, Germany).

O gerador de ozénio (MS3G, MS Ltda, Brazil) foi ajustado a uma concentracao
de 62 mg/L, com taxa de fornecimento de gas oxigénio na entrada no valor de 0.125
L/min. Anteriormente, este gerador foi submetido a um protocolo de calibragéo,
utilizando o instrumento medidor fotométrico para concentracdo de 0z6nio gasoso
(BMT 964 ST, BMT GmbH, Germany).

O cilindro de oxigénio medicinal foi acoplado ao gerador de 0zo6nio, o qual foi
conectado a uma valvula Venturi de 1/8” responsavel pela transferéncia de massa do
ozobnio para o fluxo de agua pertinente ao sistema para desinfeccdo. O experimento
foi realizado em ambiente devidamente climatizado com temperatura de 20°C. A
medicao térmica da agua também foi monitorada durante o procedimento, indicando
0 mesmo valor de temperatura.

A &gua ozonizada foi continuamente bombeada por uma bomba do tipo
centrifuga operando a uma vazdo de 35 mL/s, que seguia por um circuito de
mangueiras de silicone atdxico até o tubo de vidro que contém o porta-amostra da
MAh. Na saida do cabecote, a A&gua ozonizada retorna para um reservatério em aco
inoxidavel com capacidade de 1 L, que contém a sonda para o monitoramento da
concentracéo de ozénio dissolvido e da temperatura do fluido.

Com isso, a agua ozonizada foi bombeada continuamente para a valvula
Venturi e o ciclo do processo para desinfec¢cdo acontece continuamente, conforme
ilustra a Figura 2. Todo 0 processo ocorre em um sistema hidrodinamico fechado,
automatizado e com um fluxo continuo de agua ozonizada escoando por toda a
superficie da amostra biolégica. Foram utilizados para andlise trés momentos durante
o protocolo de desinfeccéo: 5, 10 e 15 minutos, nas respectivas dosagens de 1,95
mg/cm? (O3z), 3,9 mg/cm? (Oz), 5,85 mg/cm? O3).



33

Um detalhe relevante a ressaltar, € que a partir do ajuste de vazao (Q) da
bomba d’agua estabelecido para um valor de 35 cm?s (ml/s), e uma vez que o
diametro interno do tubo de vidro apresentou valor de 2,2cm, pode-se calcular a
velocidade média (V) da agua neste duto a partir da equagdo Q = A.V, onde A é

considerada a area da seccao transversal do tubo de vidro mostrado na Figura 5.
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Figura 5. Representacédo esquemaética do sistema hidrodindmico desenvolvido para
desinfec¢cao da MAh (O detalhe A é uma vista lateral indicando tanto o porta-amostra, como também
o tecido bioldgico, as setas indicam o movimento da agua corrente atuando nas duas superficies do
MAh. A valvula de drenagem foi utilizada para a coleta de dgua a fim de permitir a avaliagéo
microbiolégica quantitativa).

Fonte: Préprio Autor

Levando-se em consideracdo os dados apresentados acima, foi possivel
mensurar a taxa de producéo de ozénio para cada tempo de exposicado, e a partir dai,
determinar a quantidade em massa (mg) de Os entregue e as dosagens de Os

aplicadas por cm? (mg/cm? (O3)).

Taxa de producédo de 0z6nio TO3

TOs[mg/min] = C [mg/L] x Q [L/min]
TO3=62mg/L x 0,125 L/min
TOs= 7,8 mg/ min
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Quantidade de massa de Os entregue (mgQ)

Massa de O3= TO3 x tempo (min)
7,8 x5 =39 mg
7,8 x 10 =78mg
7,8 x15=117 mg

Dosagem de Osz aplicada por cm? [mg/cm?] = m Oz/A

A [cm?] = Area da amostra = 20 cm? (5x10, considerando os dois lados)

5 min = 39 mg/20cm?= 1,95 mg/cm? (O3)
10 min = 78 mg/20cm?= 3,9 mg/cm? (Os)
15 min = 117 mg/20cm?= 5,85 mg/cm? (O3)

4.5 Analise microbioldgica da 4gua no sistema

Foram coletados, em triplicata, 0,1 mL de agua a partir da valvula de drenagem

(Figura 5), e semeadas em superficie, em meio de cultura Agar Mueller Hinton

(HiMedia Laboratories, Pennsylvania, PA, USA). As placas de cultura foram mantidas

em estufa a 37°C por 7 dias. A Tabela 1 descreve em qual momento as amostras de

agua foram coletadas do reservatério d’agua do protétipo para analise microbioldgica:

Tabela 1. Coleta das amostras de agua a partir da vélvula de drenagem vide Figura 5, em
diferentes momentos para andlise microbioldgica.

Grupos Descricéo

Grupo 1 Coleta ap6s 1 minuto de circulagé@o da dgua pelo circuito hidrodindmico, na auséncia
do Oz e da MAh contaminada.

Grupo 2 Coleta ap6s 10 minutos de circulagdo da agua pelo circuito hidrodinamico, com Oz
e na auséncia da MAh contaminada.

Grupo 3 Coleta ap6s 5 minutos de circulagao da agua pelo circuito hidrodinamico, com Os e
na presenca da MAh contaminada.

Grupo 4 Coleta ap6s 10 minutos de circulagdo da agua pelo circuito hidrodinamico, com Oz
e na presenca da MAh contaminada.

Grupo 5 Coleta ap6s 15 minutos de circulacdo da agua pelo circuito hidrodinamico, com O3

e na presenca da MAh contaminada

Fonte: Préprio Autor
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4.6 Analise microbioldgica da superficie dos fragmentos de MAh através de

swab

Foram coletadas, em triplicata, através de swabs estéreis amostras da
superficie da MAh delimitadas em 1 cm? para analise microbiolégica. As amostras
foram coletadas logo ap6s a contaminacgao das MAh e apos os diferentes tempos para
desinfeccéo, 5 minutos (1,95 mg/cm? (Os)), 10 minutos (3,9mg/cm? (O3)) e 15 minutos
(5,85mg/cm? (O3)).

As amostras foram semeadas em meio Agar Mueller Hinton (HiMedia
Laboratories, Pennsylvania, PA, USA) e as placas foram mantidas em estufa a 37°C
por 48 horas para leitura. Na auséncia de crescimento as placas foram mantidas por
mais 5 dias (totalizando 7 dias).

4.7 Analise microbioldgica direta dos fragmentos de MAh

Fragmentos da MAh foram selecionados para serem inoculados diretamente
na superficie do meio Agar Mueller Hinton (HiMedia Laboratories, Pennsylvania, PA,
USA) com intuito de verificar crescimento microbiano no material. As placas foram
mantidas em estufa a 37°C por 48 horas para leitura. Na auséncia de crescimento as
placas foram mantidas por mais 5 dias (totalizando 7 dias).

Fragmentos de MAh foram coletadas in natura e apdés a contaminacao
experimental. Além disso, foram semeados fragmentos apds os diferentes tempos de

desinfeccado de 5, 10 e 15 minutos.

4.8 Analise Histolbgica

As amostras foram fixadas com solucédo de formol 10% e em seguida passaram
pelos processos para desidratacao, diafanizacao, impregnacéao e inclusao da amostra
em bloco de parafina. O material foi cortado por microtomo rotativo e corado com
hematoxilina e eosina (HE). As laminas foram visualizadas em um microscopio 6ptico

(TNB-01T, Anatomic, Brazil) e as imagens obtidas a partir de software TCapture®
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4.9 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A fixacdo das amostras biologicas apds as diferentes etapas de desinfec¢éo foi
realizada por imersédo, imediatamente ap0s a coleta.

As amostras de MAh foram analisadas por MEV, para tal foi empregada uma
solucédo fixadora contendo glutaraldeido 25% em tampéo fosfato 0,2 M e agua
destilada. Ap6s a fixagdo, as amostras foram mantidas de 2 a 8 °C, sendo que o tempo
minimo de fixag&o foi de uma semana.

ApoOs esta etapa, o material passou por 3 lavagens de 30 minutos cada,
empregando-se uma solucdo de tampao fosfato 0,2 M e agua destilada na proporcéo
1:1. A etapa seguinte foi a de desidratacdo, que foi realizada na sequéncia: alcool 30%
durante 10 minutos; alcool 50% durante 10 minutos; alcool 70% durante 10 minutos;
alcool 90% durante 10 minutos; alcool 90% durante 20 minutos; alcool 100% durante
10 minutos e alcool 100% durante 20 minutos.

Apbs a desidratacdo o material foi metalizado por uma metalizadora da marca
Denton Vacuum Desk Il com o intuito de tornar o material condutivo por meio de
deposicdo de um metal, no caso ouro, sobre a amostra.

As amostras foram montadas sobre stubs, identificadas e acondicionadas em
caixa apropriada para visualizacdo no microscopio eletrénico de varredura modelo
VEJA 3 LMU, marca Tecsan.



37

5 RESULTADOS

A Figura 6 apresenta os dados referentes a concentracdo de ozonio (mg/L)
dissolvido na 4gua destilada ao longo do tempo (min). Os resultados demonstram uma
alta correlacdo, com r = 0.9907 sob ajuste da equacdo polinomial. Além disso,
baseando-se nesta curva foi possivel determinar que a partir de 10 minutos seria 0
tempo necessario para obter a saturacdo de ozénio dissolvido na agua (2.7 mg/ L),
por isso, este tempo inicial foi definido para inserir as amostras de MAh no sistema
para a desinfeccao.
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Figura 6. Concentracdo de ozdnio (mg/L) dissolvido em 4gua destilada versus tempo (minutos)
utilizando o sistema hidrodindmico desenvolvido para desinfec¢cdo de MAh.
Fonte: Préprio Autor

5.1 - Determinacédo do regime de escoamento

O regime de escoamento de um fluido é obtido através do nimero de Reynolds
(Re), numero adimensional que define a relacéo entre as forcas de inércia e as forgas
de viscosidade em uma tubulagcdo ou em uma superficie.

Por defini¢céo, Re <2000 representa Escoamento laminar; Re entre 2000 e 2400
— Escoamento de transicéo; e Re>2400 — Escoamento turbulento (Martins, 2015). De
acordo com a determinacdo do numero de Reynolds pode-se definir o tipo de

escoamento.
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p.v.D
Onde Re =
11
Re = Numero de Reynolds
p = densidade do fluido (dgua) P =1,000 Kg/m?3
M = viscosidade dinamica do fluido (agua) 1U=1.003 x 102 Pa.s
V = velocidade média do fluido v=9.2cm/s =0.092 m/s
D = diametro da tubulacéo D=22cm=0.022m
Re = 1000 x 0.092 x 0.022
€= ~1.0030x0,001
Re = 2017

5.2 Analise microbioldgica da dgua empregada no dispositivo hidrodinamico

De acordo com os dados apresentados na Tabela 2, pode se verificar auséncia
de crescimento microbiano na agua em diferentes etapas do processo de desinfec¢éo,
sendo que todo o material empregado no sistema foi previamente esterilizado.

Tabela 2. Determinacéo da presenca ou auséncia de crescimento microbiano a partir da
analise da agua em diferentes etapas do processo de desinfeccéo.

Amostras 24 48 7
horas horas dias
Grupo 1 0/12™ 0/12™ 0/12™
Grupo 2 0/12™ 0/12™ 0/12™
Grupo 3 0/12™ 0/12™ 0/12™
Grupo 4 0/12™ 0/12™ 0/12™
Grupo 5 0/12™ 0/12™ 0/12™

Fonte: Préprio Autor

*

representacdo do nimero de amostras com crescimento microbiano /“representacdo total del2
amostras; MAh = Membrana Amnidtica humana

5.3 Andlise microbioldgica da superficie das amostras de MAh através de swab

A tabela 2 apresenta a contagem microbiana obtida a partir da coleta de
amostras empregando-se um swab estéril (UFC/cm?) na superficie das amostras de

MAh contaminadas experimentalmente e apds o procedimento de desinfec¢éo (5, 10
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e 15 minutos), nas respectivas dosagens, 1,95mg/cm? (Oz), 3,9mg/cm? (Os3) e
5,85mg/cm? (O3).

Os dados obtidos demonstraram que apds 5 minutos de desinfec¢do houve
uma reducao microbiana de aproximadamente 48 %, enquanto, ap6s 10 e 15 minutos

nao houve crescimento microbiano.

Tabela 3. Representacdo do numero de col6nias de bactérias presentes nas membranas
amnidticas, com coleta de esfregaco por swab antes e depois da ozonizagéo.

Tempo (minutos) Contagem microbiana das Contagem microbiana das
amostras antes da contaminacao amostras apés processo de
experimental (UFC/cm?) desinfecgdo (UFC/cm?)
5 191 (+31) 92 (+27)
10 175 (+24) AIC*
15 197 (+30) AIC*

Fonte: Préprio Autor
*A/C=Auséncia de crescimento

A figura 7 representa o Log de reduc@o microbiano apds os diferentes tempos
do processo de desinfeccdo. Apdés 5 minutos de desinfeccédo houve a reducao de 1

Log, enquanto que apds 10 e 15 minutos foram 2 Log de reducéo microbiano.
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Figura 7. Representa o Log de redu¢cdo microbiano apds os diferentes tempos de desinfeccao
na dosagem de 1,95mg/cm? de (Oz) para 5 minutos, 3,9mg/cm? (Oz) para 10 minutos e
5,85mg/cm? (Oz) para 15 minutos.

Fonte: Préprio Autor
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5.4 Anélise microbioldgica através da inoculacao direta dos fragmentos de MAh

A tabela 4 apresenta os dados referentes a analise microbiolégica direta da
inoculacao dos fragmentos de MAh apdés os trés diferentes tempos de desinfeccéo.
Os resultados demonstraram que apos 5 minutos de desinfeccdo as amostras
apresentavam crescimento microbiano, em contrapartida, a partir de 10 minutos nao

foi detectado crescimento microbiano, nas 24 amostras analisadas.

Tabela 4. Determinacdo da presenca ou auséncia de crescimento microbiano a partir da
inoculacéo direta do fragmento de MAh apds os diferentes tempos do processo de
desinfeccéo.

Amostras (n=24 para cada grupo) 24 horas 48 horas 7 dias
Fragmentos de MAh contaminados 24724 2424 247124
experimentalmente

Fragmentos de MAh apds 5 minutos de 24724 24724 247124
desinfeccao

Fragmentos de MAh apés 10 minutos 0/24™ 0/24™ 0/24™
de desinfeccéo

Fragmentos de MAh apés 15 minutos 0/24™ 0/24™ 0/24™
de desinfeccéo

Fonte: Préprio Autor

‘representacdo do nimero de amostras com crescimento microbiano
“representacdo total de 24 amostras.

5.5 Analise Histoldgica

A figura 8 apresenta as imagens histologicas obtidas a partir de amostras in
natura da MAh (A, B); amostras submetidas a 10 minutos (C, D) e 15 minutos (E, F)
ao processo de desinfeccdo com agua ozonizada.

Foram selecionados os tempos de 10 e 15 minutos para analise, porque 0
tempo de 5 minutos foi parcialmente efetivo para a desinfec¢éo do biomaterial.

Os resultados demonstraram que as amostras (A, B) apresentaram células
epiteliais cuboides (a); membrana basal (b) e estroma (c) preservados; além da
presenca de fibroblastos (d).

As amostras (C, D) apresentaram células epiteliais arredondadas (a);

membrana basal (b) e estroma preservados (c), além da presenca de fibroblastos (d).
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As amostras (E, F), apresentam células epiteliais sem forma definida, com
aspecto degenerado (a), membrana basal (b), estroma preservado (c) e a presenca
fibroblastos (d).

Figura 8. Imagens histolégicas das MAh, coradas com HE, sendo que (A, B) sdo
amostras in natura; (C, D) amostras submetidas a 10 minutos de ozonizacgéo
(3,9mg/cm? (Og)), (E, F) amostras submetidas a 15 minutos de ozonizagao (5,85mg/cm?
(0O3)). Seta a representa células epiteliais cuboides; Seta b membrana basal; Seta c
estroma; Seta d fibroblasto.

Fonte: Préprio Autor
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5.6 Andlise da superficie da MAh através da MEV

A figura 9 representa as imagens obtidas a partir de MEV, sendo que (A, B)
correspondem as amostras in natura. Nas imagens foi possivel notar a sobreposi¢éo
de células arredondadas e irregulares, demonstrando grande coesédo entre 0S grupos
celulares, que apresentaram um padréo de relevo irregular da superficie.

O epitélio apresenta-se preservado (Seta a) e espacos intercelulares pouco
aparentes (Seta b). As amostras submetidas a 10 minutos de ozonizacdo (C, D)
apresentaram sobreposicao de células irregulares na forma e tamanho.

As camadas de células se apresentaram em grupos de células maiores ou
menores formando uma superficie irregular, presenca e aumento dos espacos
intercelulares (Seta b) e as células apresentam alterac6es morfolégicas, de modo que
nao apresentam forma arredondada como nas amostras in natura (Seta a).

As amostras submetidas durante 15 minutos ao processo de desinfeccdo com
agua ozonizada (E, F) apresentaram uma camada de células poligonais alongadas
(Seta a), tendendo a ficar em fila paralela, com limites definiveis, aumento dos

espacos intercelulares, os quais se presentam muito aparentes (Seta b).

Figura 9. Imagens de MAh obtidas a partir de MEV, sendo (A, B) amostras in natura; (C, D)
amostras submetidas a 10 minutos de ozonizac&o (3,9mg/cm? (0s)), (E, F) amostras
submetidas a 15 minutos de ozonizac&o (5,85mg/cm? (O3)). Seta a corresponde a células
epiteliais cubdides; Seta b correponde aos espacos intercelulares.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade do gas ozonio
dissolvido na agua realizar a desinfeccdo de MAh através da utilizacdo de um sistema
hidrodinamico, além de verificar possiveis alteragcdes morfologicas induzidas pelo
processo no tecido biolégico. Neste sentido, o ponto central do estudo foi promover
um fluxo de agua continuo, com intuito de favorecer o arrasto e a remogao do material
contaminante da superficie da MAh, simultaneamente empregar o 0z6nio como
composto oxidante para eliminar as bactérias presentes na amostra bioldgica e na
agua.

De acordo com a determinagdo do numero de Reynolds (Re) foi possivel
identificar que o regime de escoamento obtido no sistema hidrodindmico apresentou
um comportamento transitorio (MARTINS, 2018), indicando que esse estagio de
transicdo produziu o arrasto dos residuos resultantes do processo de desinfeccao da
MANh, pois o valor de 2017 esta mais préximo ao laminar, e se fosse ao contrario, com
tendéncia ao turbulento, poderia romper ou danificar a estrutura da membrana ou até
mesmo nao ser efetivo na desinfeccédo da MAh.

Para garantir a atuacdo de um regime dinamico laminar, pode-se reduzir o
didmetro do tubo pertencente ao cabecote principal (Figura 4), ou como outra op¢ao
diminuir o fluxo da dgua através da bomba d’agua, o que resultaria na diminuigdo da
velocidade média de escoamento da agua dentro do tubo de vidro. E importante
também ressaltar que o design do dispositivo do porta-amostra em chapa de aco
inoxidavel, permitiu que o movimento da agua, atuasse sobre as duas superficies da
amostra biolégica. De fato, a pequena espessura desta peca (1 mm), garantiu a
velocidade do fluido com o efeito de arraste para a remocao de material biolégico
pertinente a carga microbiana.

As amostras de MAh foram submetidas a contaminagdo experimental
empregando-se suspensdes microbianas de S. aureus, microrganismo selecionado
pelos relatos encontrados, como no trabalho de Marsit et al. (2019) onde verificaram
gue esta bactéria est4 presente em amostras de MAh obtidas de parto cesariana.
Estudos recentes in vitro tem demonstrado também que a Agua ozonizada foi eficiente
na eliminacéo de S. aureus in vitro (AGOSTINI et al., 2020; MARTINELLI et al., 2017).
Além disso, dados dos bancos de tecidos biologicos nacionais, relatam que um dos

principais motivos do descarte desse material biologico esta relacionado a
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contaminagdo microbiana principalmente por bactérias (PAOLIN, 2017). Além disso,
o Guide to the Quality and Safety of Tissues and Cells for Human Application (EDQM,
2017) descreve a presenca de S. aureus como contaminante da MAh, e assim justifica
o descarte do biomaterial em qualquer estagio do processamento.

Na analise microbiolégica da agua empregada no circuito hidrodinamico para
desinfeccado nao foi detectado crescimento microbiano em todas as amostras de agua
coletadas do sistema, indicando assim que, mesmo com o arraste das bactérias para
0 meio aquoso a concentracdo de ozobnio dissolvido na agua foi suficiente para
eliminar as formas vegetativas. Para obter este resultado foi empregado como
estratégia inserir as amostras de MAh contaminadas no sistema apés 10 minutos de
0zonizagao com o intuito de obter a saturacdo da concentragéo de ozonio dissolvido
na agua, que neste caso estava em torno de 2.7 mg/L (Figura 5). Os resultados obtidos
demonstraram que esta estratégia foi eficiente para evitar a contaminacao do sistema
hidrodindmico, sugerindo assim que o uso futuro deste sistema para a desinfeccao de
diversos materiais bioldgicos em banco de tecidos é potencialmente promissor.

A andlise microbioldgica da superficie das MAh com o auxilio de um swab
demonstrou que apo6s 5 minutos de desinfeccdo houve uma reducao de 1 Log de
crescimento microbiano, sendo que, ap6s 10 e 15 minutos houve reducao de 2 Log.
Cabe destacar que ap6s 10 e 15 minutos do processo de desinfeccdo ndo foram
detectados crescimentos microbianos, indicando assim que 0 processo de
desinfeccado empregado foi eficiente.

Os dados obtidos na analise microbiolégica direta do fragmento da MAh
corroboram com os obtidos na analise da superficie com o swab, evidenciando que
10 minutos foram suficientes para nao detectar crescimento microbiano nas amostras
de MAh. Em contrapartida, no estudo de Velano et al. (2001) bactérias foram expostas
durante 20 minutos a agua ozonizada saturada (0,6 mg/L) para se obter o efeito
desinfetante. Cabe destacar que a concentracdo média de ozoénio dissolvida na agua
apos 10 minutos em nosso sistema foi de 2,7 mg/L, sendo bem maior do que o
empregado por Velano et al. (2001), além deste ndo ser um sistema hidrodinamico
como o empregado no presente estudo.

O sistema empregado no presente estudo para desinfeccdo de material
biolégico é inovador, porque combina dois efeitos: a atividade microbicida do oz6nio
dissolvido na 4gua e o arraste dos microrganismos da superficie do material biologico

pelo regime de escoamento hidrodindmico. A escolha do uso da agua ozonizada em
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detrimento do gas o0z6nio apenas, se justifica pelo fato da MAh ser muito sensivel ao
processo de desidratacdo, sendo que o liquido amnidtico € composto por 98-99 % de
agua (WHITTINGTON; MAGAN, 2021). Além disso, estudos tém demonstrado o efeito
antimicrobiano da agua ozonizada, sendo que estes destacam que o0 0zonio dissolvido
na agua € mais vantajoso do que o gas porque ele consegue manter por certos
periodos seu poder oxidante no meio aquoso, sendo de facil manuseio, mais seguro
e com baixa toxicidade (NAGAYOSHI et al., 2004; AGOSTINI et al., 2020).

De acordo com o Guide to the Quality and Safety of Tissues and Cells for
Human Application (EDQM, 2017) ap6s a obtencdo, a MAh deve ser colocada
overnight em uma solucéo antimicrobiana composta de uma variedade de antibiéticos
de amplo espectro, além de um agente antifingico, para entdo ser congelada a -80
°C. A MAh resultante é adequada para o tratamento de feridas infectadas, fornecendo
uma concentracdo apropriada de antibidticos a superficie da ferida (EDQM, 2017).
Com base nos resultados obtidos no presente estudo, a desinfeccdo da MAh
empregando-se o sistema hidrodinAmico com agua ozonizada € promissora para
substituir as tradicionais solu¢es de antibiéticos durante o processamento. Uma das
principais vantagens desta substituicdo é que até o momento ndo foram descritos
mecanismos de resisténcia microbiana com relacdo ao uso de agua ozonizada. Neste
sentido, novos estudos serdo realizados para confirmar esta hipotese e incluir
avaliacdo da suscetibilidade de diferentes microrganismos, como virus, fungos e
esporos.

As amostras foram submetidas a analise histolégica e de MEV com o intuito de
verificar possiveis alteracbes morfologicas e na superficie da MAh apds os
procedimentos de desinfeccéo. Foram selecionados os tempos de 10 e 15 minutos
para analise, porque o tempo de 5 minutos foi parcialmente efetivo para a desinfec¢cao
do. Na analise histologica (Figura 5) das amostras de MAh in natura (A, B) foi possivel
verificar no biomaterial presencas de epitélio com células cuboides, é rara a presenca
de espacos intercelulares, presenca de fibroblastos, membrana basal e estroma
preservados, algumas células apresentaram vacuolo intracelular, essas
caracteristicas corroboram com as descrices de MAh in natura que foram relatadas
por Fénelon et al. (2021). As amostras (C, D) submetidas ao processo de desinfec¢éo
com agua ozonizada por 10 minutos, quando comparada ao grupo in natura,
apresentaram alteracdes iniciais na forma das células epiteliais. Estas apresentaram

forma mais arredondadas; houve um aumento dos espagos intercelulares e



46

afastamento das células. Enquanto, o estroma, a membrana basal e os fibroblastos
se mantiveram preservados. Amostras da histologia (E, F) submetidas a 15 minutos
em agua ozonizada apresentaram reducdo na quantidade de células epiteliais com
alteragbes morfolégicas com formato alongado como visto na MEV (EF). Devido as
alteracdes na irregularidade da forma das células epiteliais, a identificacdo dos
espacos intercelulares ficou comprometida. As demais estruturas, membrana basal,
fibroblastos e estroma se mantiveram preservados quando comparadas com as
amostras in natura.

A anélise comparativa entre as diferentes amostras, submetidas aos processos
de desinfeccdo, demonstra que as alteracfes que ocorrem no epitélio se iniciam com
10 minutos e se intensificam com 15 minutos. No entanto, as estruturas mais internas,
se mantém preservadas, fato esse de extrema relevancia. Em estudos futuros,
pretende-se avaliar se os fatores de crescimento e o potencial antimicrobiano da
prépria. membrana sdo mantidos apds o processo de desinfeccdo proposto. As
andlises das amostras in natura de MAh (A, B) obtidas a partir de MEV demostraram
a sobreposicao de células arredondadas e irregulares, demonstrando grande coesao
entre 0s grupos celulares, que apresentaram um padrdo de relevo irregular da
superficie. Esta descricdo esta de acordo com Pollard, Aye e Symonds (1976) que
descreveram quatro padrdes basicos morfolégicos da superficie da MAh obtidos a
partir de MEV. As amostras que foram submetidas durante 10 minutos ao processo
de desinfeccdo com &gua ozonizada (C, D) apresentaram camadas de células
irregulares na forma e tamanho. As camadas de células se apresentaram em grupos
de células maiores ou menores formando uma superficie irregular.

A andlise comparativa com as amostras in natura destacou que as células
perderam sua forma arredondada, sendo que estas se mantiveram coesas, mas
formando camadas com relevo muito mais irregular. E possivel verificar um inicio de
alteracdes no perfil morfologico das células, principalmente na sobreposi¢céo celular.
Em contrapartida, as amostras que foram submetidas durante 15 minutos ao processo
de desinfeccdo com agua ozonizada (E, F) apresentaram-se como uma camada de
células poligonais alongadas, tendendo a ficar em fila paralela, com limites definiveis,
juncdes intercelulares muito aparentes. Esta descricdo, se assemelha com o padrao
1 descrito por Pollard, Aye e Symonds (1976). A diferenca esta no fato de que as
células poligonais ndo eram alongadas e apresentavam-se na forma de uma folha

plana.



47

De acordo com as analises histolégica e de MEV pode-se verificar que estas
analises foram complementares, demonstrando que a partir de 10 minutos do
processo de desinfeccdo iniciam-se as alteragdes morfolégicas nas células da MAh,
principalmente com relacdo a forma e sobreposicdo destas. Em contrapartida, apos
15 minutos observou-se alteracdes significativas, demonstrando a presenca de
células cuboides alongados, no qual foi possivel observar espacos intercelulares
muito aparentes. Estas alteracbes eram esperadas uma vez que o dispositivo
hidrodindmico apresenta o tipo de escoamento transitério, o que significa que isso
favorece significativamente o arrasto dos residuos provenientes da oxidacdo do
0z6nio na amostra biolégica.

A MAh possui algumas propriedades teciduais Unicas, embora o mecanismo
exato de muitas acbes da MAh ainda néo esteja claro. Varios efeitos benéficos da
MAh foram sugeridos com base em sua composi¢cao biolégica. Dados clinicos e
experimentais mostraram que a MAh fornece um substrato compativel para o
crescimento celular, facilitando a migracdo e diferenciagcdo de células epiteliais,
apoiando a manutencdo do fendtipo epitelial original e tendo baixa ou nenhuma
antigenicidade (EDQM, 2017; FENELON et al., 2021).

No presente estudo, na Figura 5 (E, F), as amostras submetidas a desinfeccao
durante 15 minutos com agua ozonizada, fica evidente a irregularidade na forma das
células epiteliais, a presenca de vacuolos intracelulares indicando uma provavel
degeneracdo celular. Porém, ha a preservacdo da membrana basal, estroma e
fibroblastos, sugerindo assim, 0 uso promissor deste sistema na desepitelizacédo de
MAh.

Nos estudos de Covre et al. (2011), a membrana desepitelizada foi um scaffold
eficiente para 83% dos explantes cultivados, enquanto no caso das amostras
celularizadas a eficiéncia foi de 17%. Melo et al. (2007) concluiram que nos métodos
de desepitelizagdo tradicionais utilizando como tratamento a tripsina e a dispase,
houve a completa retirada da membrana basal e do epitélio, e ainda o uso de EDTA
eliminou boa parte da membrana basal.

Trosan et al. (2018) relataram em seus estudos sobre técnicas de
deseptelizagdo com o EDTA e a tripsina, que h& a necessidade de realizar uma
raspagem para remover os detritos celulares. Figueiredo et al. (2017) em estudos
sobre desepitelizacéo utilizando NaOH e antibioticos, relatam também a necessidade

de raspagem para remocao de detritos celulares. Com base nestas informacgdes, uma
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outra possibilidade de uso do sistema hidrodinamico seria emprega-lo futuramente
para a desepitelizacdo da MAh, pratica comum quando se utiliza o biomaterial como
scaffold em medicina regenerativa. Iranpour et al. (2018); Parveen et al. (2019);
Moreira et al. (2021) e Awoyama et al. (2022) relataram em seus estudos utilizando
peritdnio bovino, que 10 minutos de aplicacdo de agua ozonizada foram suficientes
para preservacdo desse biomaterial, ao passo que com 15 minutos a viabilidade do
material bioldgico ficou prejudicada. Nesse estudo como no de Moreira et al. (2021)
ficou evidente que serdo necessarios novos estudos, ajustando o tempo ideal para

gue o processo de desepitelizacdo ocorra.
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7 CONCLUSAO

Pode-se concluir que a partir do sistema hidrodindmico empregando agua
ozonizada para desinfecgdo de material bioldgico foi possivel promover um fluxo de
agua continuo, com regime de escoamento com comportamento transitorio, o que
favoreceu o arrasto e a remocao do material contaminante da superficie da MAh.

Além disso, o tempo de exposi¢do e uma concentracdo minima de 2,7 mg/L de
ozo6nio dissolvido na dgua determinaram que a partir de 10 minutos (3,9 mg/cm? de
(O3) permitiu desinfetar as amostras de MAh de forma eficiente para S. Aureus.

A analise histoldégica comparativa entre as diferentes amostras, submetidas aos
processos de desinfeccdo, demonstrou que as alteragdes ocorreram basicamente no
epitélio, sendo que essas se iniciam com 10 minutos (3,9 mg/cm? de (Os3) e se
intensificam com 15 minutos (5,85 mg/cm? de Os).

No entanto, as estruturas mais internas, se mantém preservadas, fato esse de
extrema relevancia. Na analise das MAh por MEV pode-se verificar que essa foi
complementar a analise histolégica, demonstrando que a partir de 10 minutos do
processo de desinfeccdo iniciam-se basicamente as alteragcbes morfolégicas no
epitélio e que em 15 minutos temos alteracdes mais significativas nas células
epiteliais.

Esses dados sugerem o uso promissor deste sistema na desepitelizacdo de
MAh pois, este biomaterial desepitelizado é muito empregado como scaffold em
medicina regenerativa, no entanto, serdo necessarios novos estudos, para determinar
0 tempo necessario para que o0 processo efetuar o processo.

Cabe salientar que um dos usos clinicos da MAh esta associado ao tratamento
de feridas infectadas. Para tal a MAh deve ser processada empregando-se uma
solugdo antimicrobiana composta de antibioticos de amplo espectro e um agente
antifangico.

Neste sentido, uma das possibilidades seria empregar o sistema hidrodinamico
de desinfeccdo com agua ozonizada para substituir as solu¢bes de antibidticos
durante o processamento. Dentre as vantagens desta substituicdo € que até o
momento ndo foram descritos mecanismos de resisténcia microbiana com relacéo ao
uso de agua ozonizada, além de ndo gerar residuos quimicos para serem descartados

no meio ambiente.



50

O presente estudo mostra-se inovador e muito promissor, pois, traz diferentes
usos e aplicacdes do sistema desenvolvido para a desinfeccdo e processamento de

tecidos e materiais bioldgicos.
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ANEXOS

UNIVERSIDADE ANHEMBI MORUMBI

Doutorado em Engenharia Biomédica

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado (a) para participar, como voluntério (a), do Projeto de Pesquisa
intitulado: Utilizagdo do Ozonio na desinfeccdo de Membrana Placentaria. O objetivo do presente

trabalho é utilizar o Ozbnio na desinfeccdo de membrana placentéria humana.

Ressaltamos que sua participagdo € voluntaria, portanto, vocé ndo recebera pagamento e nem
terd despesas com essa pesquisa. Os resultados obtidos poderdo contribuir para comprovar se o0 Ozénio
seria capaz de realizar a desinfeccdo de membranas amniéticas contaminadas

experimentalmente.

As informacgOes obtidas serdo utilizadas somente para a presente pesquisa. Em nenhum
momento sua identidade sera revelada inclusive quando forem publicados os resultados desta pesquisa,
conforme disposto na Resolucdo 466/2012 - CNS, assegurando dessa forma a confidencialidade, sigilo
e 0 anonimato das participantes do estudo. As informagdes fornecidas pelo senhor (a) permanecerdo
arquivadas por um periodo de 10 anos, e ap0s esse tempo serdo destruidas.

O motivo dessa pesquisa € por que a membrana amnidtica vem sendo cada vez mais
utilizada na regeneracdo e reparacdo de tecido humano em quase todas as areas da medicina
regenerativa, para tantas técnicas de desinfecgdo e esterilizacdo e armazenamento devem ser

protocolados com a seguranca.

O material bioldgico (membrana placentaria) sera coletado conforme determina as
Normas Técnicas para o funcionamento dos bancos de sangue de corddo umbilical e placentario
segundo a Resolucéo - RDC n° 190, de 18 de julho de 2003.

O material serd fracionado em partes medindo 5 cm? estas serdo contaminados
experimentalmente com S. aureu s (10° UFC/mL) e submetidos a analise microbioldgica
quantitativa antes e ap0s a aplicacdo do Ozonio. Além disso, seré realizada analise histologica
e por Espectroscopia Raman para verificar se houve preservacdo das caracteristicas

morfoldgicas apds aplicacdo da dgua ozonizada.
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A Senhora (0), podera retirar 0 seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer
prejuizo a continuidade de seu atendimento na Instituicdo. Informamos que vocé tem direito a uma
indenizacdo segundo as leis vigentes caso vocé se sinta prejudicada pelo estudo. Em caso de davida
deve-se entrar em contato com os pesquisadores: nos telefones: ou através do E-mail: ou com o
orientador da pesquisa: Adriana Barrinha Fernandes Moretti, no telefone: (11) 97699-6918, ou através
do E-mail: fernandesabm@gmail.com / pesquisador: Silvia Mobille Awoyama , no telefone (12)

981838299 ou através do e-mail: awoyama@terra.com.br.

. Em caso de divida sobre a ética aplicada a pesquisa, vocé podera entrar em contato com o

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Anhembi Morumbi, enderego: E-mail: cep@anhmebi.br

Apbs receber os esclarecimentos se vocé aceitar fazer parte do estudo, este documento devera
ser assinado em duas vias e se conter mais de uma pagina todas as paginas deverao ser rubricadas por
todos os participantes do estudo, sendo que a primeira via ficard com o Pesquisador responsavel e a
segunda via ficaréa sob sua responsabilidade para quaisquer fins.

. Em caso de davida sobre a ética aplicada a pesquisa, vocé podera entrar em contato com o

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Anhembi Morumbi, endereco: E-mail: cep@anhmebi.br

Apbs receber os esclarecimentos se vocé aceitar fazer parte do estudo, este documento devera
ser assinado em duas vias e se conter mais de uma pagina todas as paginas deverao ser rubricadas por
todos os participantes do estudo, sendo que a primeira via ficard com o Pesquisador responsavel e a

segunda via ficara sob sua responsabilidade para quaisquer fins.

. Em caso de divida sobre a ética aplicada a pesquisa, vocé podera entrar em contato com o

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Anhembi Morumbi, enderego: E-mail: cep@anhmebi.br

Ap0s receber os esclarecimentos se vocé aceitar fazer parte do estudo, este documento devera
ser assinado em duas vias e se conter mais de uma pagina todas as paginas deverao ser rubricadas por
todos os participantes do estudo, sendo que a primeira via ficard com o Pesquisador responsavel e a

segunda via ficara sob sua responsabilidade para quaisquer fins.

DECLARACAO do participante: Eu , declaro que

compreendi as informag6es do que li ou que me foram explicadas sobre o trabalho em questdo. Discuti

com a pesquisadora Silvia Mobille Awoyama, sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim quais sdo 0s propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia de assisténcia integral e
gratuita por danos diretos e indiretos, imediatos ou tardios quando necessario. Concordo

voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento,


mailto:awoyama@terra.com.br
mailto:cep@anhmebi.br
mailto:cep@anhmebi.br
mailto:cep@anhmebi.br
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sem a necessidade de justificar os motivos de minha desisténcia antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu

atendimento neste servico.

PINDAMONHANGABA, , de de

Assinatura do Participante

Assinatura do Responsavel pelo Estudo


















