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Resumo

Materiais bioldgicos tém sido amplamente empregados na engenharia de tecidos, e, para
sua aplicagao clinica, é essencial que passem por processos adequados de desinfeccao.
O presente estudo tem como objetivo avaliar a eficacia de um sistema hidrodindmico que
utiliza agua ozonizada associada ao ultrassom na desinfeccdo de materiais bioldgicos.
Como modelo experimental, fragmentos de membrana amnidtica humana serao
contaminados experimentalmente com Staphylococcus aureus na concentragéo de 0,5
McFarland (108 UFC/mL) e submetidos a diferentes protocolos de desinfecgdo no
sistema hidrodindmico. A eficacia do processo sera avaliada por meio de testes
microbioldgicos, complementados por analises histologicas e de microscopia eletronica
de varredura (MEV) para avaliacdo da superficie do material. Espera-se que a
associagdo entre agua ozonizada e ultrassom seja eficaz na remogdo dos
microrganismos da superficie da membrana amnidtica humana, demonstrando o
potencial do sistema hidrodindmico como uma alternativa viavel para a desinfec¢ao de

materiais bioldgicos..
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Introdugao

Materiais biolégicos tém sido amplamente empregados na engenharia de tecidos, sendo
a membrana amniotica humana (MAH) um biomaterial amplamente promissor devido as
suas propriedades regenerativas e ao seu potencial como curativo biolégico. A MAH é a
camada mais interna das membranas fetais, composta por trés camadas histologicas
(epitelial, membrana basal e estroma), apresentando uma matriz rica em colageno,
fibroblastos, proteinas estruturais e células-tronco pluripotentes, que conferem
propriedades regenerativas e reparadoras. (MAMEDE et al., 2012; MUNOZ-TORRES et
al., 2023).

Além disso, a MAH possui agao anti-inflamatoria, antimicrobiana, antifibrotica e
cicatrizante, favorecendo a regeneragao tecidual e a cicatrizagdo de feridas, o que a
torna um biomaterial de grande interesse para aplicagdes clinicas e na engenharia de
tecidos. Para seu uso clinico, a MAH deve ser submetida a processos adequados de
desinfeccao ou esterilizagao, a fim de garantir a eliminagao de patégenos (AWOYAMA et
al., 2023; BOTELHO et al., 2024).

O ozbénio (O3) € um potente agente oxidante, capaz de degradar matéria orgéanica e
eliminar microrganismos por meio da formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs)
em solucdo aquosa (LIMA; FELIX; CALIRDOSO, 2021). O ultrassom é amplamente
utilizado no processamento de materiais bioldgicos, promovendo a remogao de
microrganismos e residuos das superficies através da propagacgéo de ondas acusticas e
da cavitacdo (SANTOS et al., 2024).

A combinacdo de ozb6nio e ultrassom tem demonstrado elevado potencial microbicida,
(PASSOS et al., 2014; FONSECA et al., 2015, HEINZELMANN et al, 2024). Com base
nisso, o presente estudo visa avaliar a eficacia de um sistema hidrodindmico que

combina agua ozonizada e ultrassom para a desinfecgao de materiais bioldgicos.

Métodos

Este trabalho trata-se de um estudo experimental in vitro e comparativo. A MAH sera
coletada conforme determina as Normas Técnicas para o funcionamento dos bancos de

sangue de cord&do umbilical e placentario segundo a Resolugdo - RDC n° 190, de 18 de
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julho de 2003. As voluntarias que aceitarem doar a MAH para o estudo assinardo o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), com aprovacdo do Comité de Etica

em Pesquisa, de parecer n® 2.829.910.

Contaminacio Experimental

Apos a coleta, as MAH serao lavadas com solugao fisioldgica estéril para remocao dos

residuos bioldgicos e entdo separada em fragmentos de 5x5 cm.

Cepas de Staphylococcus aureus serao cultivadas em meio TSA (Tryptic Soy Agar -
Liofilchem®) e incubadas por 24 horas a 37°C para serem utilizadas no preparo de
suspensdes bacterianas, com concentragdo ajustada para 0,5 McFarland (108 UFC/mL).
Os fragmentos de MAH serdo entdo inoculados e mantidos em estufa a 37°C por 60

minutos.

Desinfeccio das amostras

O sistema hidrodinamico ira operar com uma concentragdo de ozbénio de 48 mg/L e

ultrassom de 40 KHz e 50 W acustico.

Apos a contaminacgao, os fragmentos de MAH serdo submetidos a diferentes protocolos
de desinfecg¢ao no sistema hidrodinamico por 5, 10 e 15 minutos, conforme demonstrado

na Tabela 1.

Tabela 1. Protocolo de desinfeccdo das amostras

Grupos Descricao do Protocolo
Grupo Controle A MAH nao sera submetida a desinfeccao
Grupo O3 Desinfeccdo da MAH somente com agua ozonizada
Grupo US Desinfeccdo da MAH somente com ultrassom
Grupo O3+US Desinfeccdo da MAH com agua ozonizada e ultrassom
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Analise Microbioldgica

Fragmentos da MAH serao semeados diretamente na superficie do meio de cultura TSA,
a fim de avaliar a presenga de crescimento microbiano no material. As placas seréo

incubadas a 37 °C por 48 horas para posterior leitura dos resultados.

Analise Histoldgica e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Apos os procedimentos de desinfecgao, os fragmentos de membrana amniética humana
serdo preparados para analises morfolégicas por microscopia Optica e eletrénica,
permitindo a caracterizacdo detalhada da superficie da membrana e a identificagao de

possiveis alteragdes morfolégicas decorrentes dos processos de desinfecgao.

Resultados e Discussoes

Espera-se que este estudo comprove a eficacia do sistema hidrodinamico na desinfecgao
de fragmentos de membrana amnidtica humana contaminados experimentalmente. Além
disso, prevé-se evidenciar a acéo sinérgica entre o fluxo de agua, o efeito mecanico do
ultrassom na remocgao de biofiimes e o poder oxidante do ozbnio, resultando em uma

desinfeccao mais eficiente do material bioldgico.
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