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Resumo

Milhdes de cirurgias para colocacdo de implantes e proteses sdo realizadas anualmente no
mundo todo. Dentre estes procedimentos cirirgicos, sdo observadas alguns tipos de falhas. A
complicacdo mais preocupante é a infeccdo que pode causar deformidade corporal na regido,
amputacdo de partes do corpo, e pode evoluir para osteomielite e morte do paciente. Nesse
contexto, a propriedade bactericida dos vidros bioativos estad sendo amplamente estudada. O
F18 é um novo biovidro desenvolvido no Laboratério de Materiais Vitreos (LaMaV) da
Universidade Federal de Séo Carlos, e que apresenta possibilidade de manipulacdo em
diferentes formatos, podendo ser utilizado como agente auxiliar no tratamento médico de
processos infecciosos. Os objetivos do presente trabalho foram investigar a acdo bactericida
do F18 sob a forma de pd para ser utilizado em recobrimento de implantes, e sob a forma de
manta composta por fibras de biovidro para utilizacdo no auxilio de cicatrizacdo de feridas.
Os microrganismos utilizados nos testes foram Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Além disso, buscou-se comparar a
cinética de atividade bactericida sobre S. aureus do F18 em po, F18 em p6 acrescido de prata
(F18AQ), e o biovidro padrdo no mercado atual, chamado de 45S5. A atividade bactericida do
F18 foi testada, primeiramente, utilizando-se uma metodologia de anélise baseada na norma
JIS (Japanese Industrial Standard) Z2801:2010, onde o in6culo padrdo permaneceu em
contato com o material durante 24 horas. Para a realizacdo dos ensaios cinéticos as amostras
dos materiais em teste foram colocadas em contato com a suspensao bacteriana de S. aureus e
uma aliquota das misturas foi plaqueada em diferentes tempos. A reducdo de células
bacterianas viaveis foi observada por meio de contagem direta de col6nias em placas de Petri.
O F18 tanto na forma de p6 quanto na forma de manta apresentou elevada atividade
bactericida. A eliminacdo dos microrganismos foi proxima a 100%. A reducdo logaritmica
das bactérias foi entre 59 + 0,4 e 7,0 = 0,2 log;p UFC ml™, sendo que a norma utilizada
considera como bactericida o material que apresenta reducdo a partir de 2,0 logs. Nos testes
cinéticos observou-se que a atividade bactericida do F18Ag iniciou-se logo apds os primeiros
30 minutos de contato com os microrganismos e as células viaveis foram eliminadas apds
uma hora. Nos ensaios cinéticos também observou-se que a a¢do bactericida do F18 iniciou-se
apos seis horas e eliminou as células viaveis em 24 horas. Ambos 0s materiais demonstraram
acao bactericida similar aquela apresentada pelo padrao 45S5.

Palavras-chave: implantes, infeccao de sitio cirdrgico, biovidro, atividade bactericida, prata.
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Abstract

Millions of surgeries for implants and prosthesis placement are performed annually
worldwide. Among these surgical procedures are observed some types of failures. The most
worrying complication is the infection that can cause deformity in the region, amputation of
body parts, and may progress to osteomyelitis and patient death. In this context, the
bactericidal property of the bioactive glasses is being widely studied. The F18 is a new
bioglass that was developed at Vitreous Materials Laboratory (LaMaV) and can be
manipulated in different forms to be used as auxiliary agent in the medical treatment of
infectious processes. The purpose of this study was to investigate the bactericidal activity of
F18 in powder form for coating implants and in fibers form to be used in wound healing, on
the bacteria Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli and
Pseudomonas aeruginosa. In addition, it was proposed to compare the kinetic of bactericidal
activity of F18 in powder, F18 in powder doped with silver (F18Ag), and the standard
bioglass called 45S5, on S. aureus. The bactericidal activity of F18 was tested using an
analysis method based on a standard JIS (Japanese Industrial Standard) Z2801: 2010, where
the inoculum was in contact with the material for 24 hours and the reduction of viable cells
was observed after this period. For the realization of Kinetic tests the powder samples from
different materials were placed in contact with the S. aureus suspension and an aliquot of
these mixtures was plated in a culture media at different times. The direct count of colony on
Petri dishes demonstrated the viable cells reduction. F18 both in powder form and in the form
of fibers showed an extremely efficient bactericidal activity. The elimination of the
microorganisms was close to 100%. The log of reduction of bacteria was between 5.9 + 0.4
and 7.0 + 0.2 logzy CFU ml™, and the standard considers as a bactericide the material that
shows a reduction of 2.0 logs or more. The bactericidal activity of F18Ag began after the first
30 minutes of contact with microorganisms and practically eliminated the bacterial colonies
after one hour of contact. The bactericidal action of F18 started after six hours and eliminated
viable cells after 24 hours. Both materials demonstrated bactericidal action similar to that
presented by the standard 45S5.

Keywords: implants, surgical site infection, bioglass, bactericidal activity, silver.
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1 Introducéo

Quando tecidos vivos sofrem lesfes por traumas, patologias ou fraturas,
dependendo do caso clinico, h& necessidade do uso de biomateriais para reparo ou reposicao
do tecido lesionado. Para esse fim, o aprimoramento técnico-cientifico em diversas areas de
estudo, faz-se essencial. A grande busca dos pesquisadores €, principalmente, pelo
desenvolvimento de materiais que facilitem a reparagdo Gssea visando o restabelecimento
rapido das funcdes fisioldgicas e mecanicas perdidas (ANDRADE e DOMINGUES, 2006).

Milhdes de cirurgias de implantes sdo realizadas anualmente no mundo. A
colocacdo de uma protese pode acarretar maior facilidade de locomocdo dos pacientes,
resultando no aumento na qualidade de vida dessas pessoas. A demanda é tdo grande que o
mercado referente ao segmento de proteses estd projetado para atingir US$ 46,5 bilhGes em
2017 (INDUSTRY EXPERTS, 2011).

Dentre tantas cirurgias sendo realizadas, ha uma grande preocupacdo com as
falhas que possam ocorrer no periodo pos-operatorio. Existem diversos fatores quimicos e
fisicos que podem acarretar casos de complicacdes, porém 0s mais precocupantes sdo 0s
processos infecciosos. Na maioria dos casos de infeccdo, ha necessidade de revisdo cirurgica
que gera longos periodos de internagdo, podendo, inclusive, causar deformidades, amputacédo
de partes do corpo, osteomielite e até levar o paciente a morte (XIANG e SPECTOR, 2006).

Outro fator preocupante para as pessoas que permanecem sob observagdo em
hospitais, além das Infeccdes do Sitio Cirargico (ISC), sdo aquelas que se iniciam a partir de
outras feridas ou lesdes presentes no corpo dos pacientes. O principal microrganismo
encontrado nos casos de ISC e em casos de infecgdes hospitalares é o Staphylococcus aureus,
seguido de outras espécies de grande importancia, dentre os quais se destacam Staphylococcus
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (DAROUICHE, 2004; LEW e
WALDVOGEL, 2004).

Dessa forma, o conhecimento sobre esses problemas e a tentativa de evita-los
deve guiar pesquisas para o desenvolvimento de biomaterias que possam ser implantados no
corpo humano ou utilizados nos processos de cicatrizacdo de feridas. O sucesso de um
implante, por exemplo, pode ser dependente de um material que auxilie no combate aos
microrganismos, além de ser eficiente no processo de  osseointegracdo
(SOUNDRAPANDIAN, 2007).



Na década de 1960, Larry Hanch desenvolveu a primeira composi¢do de uma
ceramica bioativa (HENCH, 2006). Com esse novo material, chamado de Bioglass® 45S5,
foram realizadas diversas pesquisas que ajudaram o processo de entendimento de suas
propriedades e acdes sobre o corpo humano. Atualmente, sabe-se que ele possui, por exemplo,
acdo osseoindutora, antiinflamatoria e bactericida (HENCH e WEST, 1996; HU et al., 2009;
RIVADENEIRA et al., 2013; ALLAN et al., 2001; RECTENWALD et al., 2002).

A partir da composicdo do 45S5, iniciaram-se diversos estudos para
desenvolvimento de novos vidros bioativos (SIQUEIRA e ZANOTTO, 2011). Ainda assim,
muitos materiais desenvolvidos possuiam caracteristica mecénica fragil e alta tendéncia a
cristalizacdo, impedindo o processo de manipulagdo em diferentes formas.

Souza (2011) desenvolveu, no LaMaV-DEMa/UFSCar, uma nova formulacéo
de um biovidro, denominado internamente de F18, cujo material possui caracteristicas
necessarias para a formacéo de fibras, po, scaffolds, dentre outros formatos possiveis.

A possibilidade de confeccdo de fibras finas, que podem ser entrelacadas
formando uma manta fina e flexivel, pode representar grande avango no campo da engenharia
tecidual, pois esse material podera ser utilizado em enxertia e/ou regeneracéo de tecidos duros
e/ou moles, sendo aplicado como auxiliar no processo de cicatrizagdo em diferentes partes do
corpo humano e, a0 mesmo tempo, evitar a proliferacdo de microrganismos que poderiam
causar uma infec¢do local. Sua aplicacdo e manipulacdo também apresentam vantagem em
relacdo a outros materiais, pois, por possuir flexibilidade, se ajusta a diferentes contornos de
fratura ou sitios cirargicos (SOUZA, 2011).

A apresentagdo do vidro bioativo F18 na forma de p6 permite, dentre outros
processos, 0 recobrimento de implantes de uso ortopédico e odontoldgico. A deposicdo de
uma camada do vidro bioativo na superficie dos implantes podera auxiliar na aceleracdo de
reparacao dos tecidos, no processo de osseointegracdo, além de combater as infeccdes que
podem acometer 0s pacientes.

No contexto das condi¢Oes citadas acima, a presente pesquisa prople a
avaliacdo e investigacdo da atividade bactericida do biovidro F18 sob a forma de p6 e manta
de fibras para ser utilizado em aplicagdes medicas. Além disso, foi proposta a avalia¢cdo do
desempenho antimicrobiano do F18 em pd acrescido de prata, que € um importante e
amplamente estudado agente bactericida (BERGER et al., 1976; FENG et al., 2000, BLAKER
et al., 2004).



2 Objetivos

2.1

OBJETIVOS GERAIS

Avaliar e investigar a atividade bactericida do biovidro F18 na forma de po e

de manta de fibras bioativas sobre os seguintes microrganismos: Staphylococcus aureus,

Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar se o biovidro F18 possui atividade bactericida sobre o0s
microrganismos selecionados.

Avaliar a acdo bactericida do F18 sobre microrganismos Gram-positivos e
Gram-negativos.

Investigar a cinética de acao bactericida do F18 em p6 em diferentes tempos de
contato com a suspensao bacteriana de S. aureus.

Comparar a eficiéncia de acéo bactericida do p6 do F18 e F18 incorporado com
prata (F18Ag) sobre S. aureus.

Comparar o efeito antimicrobiano do p6 do F18 e F18Ag com o pdé do
Bioglass® 4555 sobre S. aureus.

Avaliar se a incubacdo sob agitacdo ou de forma estatica de amostras do pé do
biovidro em contato com microrganismos interfere na atividade bactericida do

material.



3 Revisdo Bibliografica

3.1 BIOMATERIAIS: UMA VISAO GERAL

A relacdo existente entre materiais ndao bioldgicos e corpo humano € observada
h& muitos anos desde a pré-histéria. Ha relatos de arquedlogos que encontraram vestigios
humanos de um individuo em Washington (EUA) que viveu ha, aproximadamente, 9000 anos
atras com uma ponta de langa incorporada em seu quadril e foi descrito pelos especialistas
como sendo saudavel e ativo durante sua vida. O objeto pontiagudo presente em seu corpo ja
estava cicatrizado e a posicao de insercdo nao atrapalhava a mobilidade do individuo. Fatos
como este demonstram a capacidade do corpo humano em lidar com materiais externos
implantados (RATNER et al., 2004).

Historicamente, para reparar lesdes corporais causadas por doencas ou traumas,
a confeccdo de implantes era feita a partir de materiais selecionados baseando-se em sua
disponibilidade natural no ambiente. Sabe-se que até mesmo madeira era utilizada para essa
finalidade (Figura 1a) (HUEBSCH e MOONEY, 2009).

Apenas no inicio do século XX os materiais naturais utilizados para producéao
de implantes foram sendo substituidos por novas composi¢des de polimeros sintéticos,
ceramicas e ligas metalicas. Esses novos materiais aumentaram a funcionalidade e resisténcia
dos dispositivos, levando ao aumento da qualidade de vida dos usuarios de préteses. A partir
de entéo, o uso desses biomateriais aumentou cada vez mais e milhdes de vidas foram salvas
ou tiveram sua qualidade melhorada pelo uso de diferentes dispositivos fabricados, como
prétese de quadril (Figura 1b), implantes odontoldgicos, lentes de contato, dentre outros
(HUEBSCH e MOONEY, 2009).

Figura 1 - Préteses produzidas a partir de diferentes materiais.

(a) Prdtese feita de madeira para substituicdo de um dedo do pé amputado encontrada em uma escavagdo feita
em timulos em Tebas Ocidental, Egito, 1065-740 a.C. (b) Prétese de quadril.
Fonte: Adaptado de Huebsch e Mooney, 2009.



O conceito adotado na Conferéncia Consenso sobre definicdes de Biomateriais,
realizada nos Institutos Nacionais de Saude (EUA, 1982), define biomateriais como “qualquer
substancia (exceto farmacos) ou a combinacao de substancias sintéticas ou de origem natural,
que pode ser usada durante periodos de tempo, como um todo ou como parte de um sistema
que trata, aumenta, ou substitui qualquer tecido, 6rgéo, ou funcdo do corpo”.

O conhecimento sobre o conceito de biocompatibilidade também se faz
necessario para entender a acdo dos biomateriais. Biocompatibilidade é a capacidade de
interacdo entre um biomaterial e o tecido do corpo humano circundante a ele (WILLIAMS,
1999). Esse processo ocorre quando ndo ha respostas inflamatorias, alérgicas, mutagénicas ou
ocorréncia de citotoxicidade no corpo do paciente ap6s entrar em contato com o biomaterial
(ARVIDSON et al., 1986; TZEKAO et al., 2007).

Os materiais sintéticos a partir dos quais sdo confeccionados implantes ou
dispositivos de uso médico podem ser utilizados com diferentes propésitos, como por
exemplo: substituir partes do corpo, recuperar determinada funcéo e auxiliar na cicatrizacao
de feridas. Dessa forma, se faz importante o conhecimento sobre as propriedades do tecido no
qual o biomaterial deve ser aplicado, para que sua funcdo seja desempenhada de forma
desejada, similar a condicdo natural do organismo (HUKINS; LEAHY e MATHIAS, 1999).
Além disso, para a escolha e manipulacdo do biomaterial, devem ser levados em conta
aspectos como: preco, facilidade de manuseio, reprodutibilidade da peca e possibilidade de
producdo em larga escala (PARK e LAKES, 2007).

No caso de implantes para substituicdo de tecido 6sseo, por exemplo, segundo
Chinaglia (2013), a base para o sucesso na producdo de dispositivos eficientes esta no
desenvolvimento de préteses que possuam uma estrutura resistente com superficie que tenha a
capacidade de favorecer a osseointegracao, além de manter a interface tecido 6sseo-implante
por longos periodos tempos.

Ao longo das décadas, pesquisas para o desenvolvimento de novos e eficientes
biomateriais envolveu profissionais de diferentes areas do conhecimento e a
multidisciplinaridade se tornou uma caracteristica central desse processo. A Figura 2 lista as
principais disciplinas envolvidas durante estas etapas de pesquisa desde a definicdo das
propriedades do biomaterial, sendo o objetivo principal de um novo produto, bem como as
etapas de producéo e venda (RATNER et al., 2004).



Figura 2 - Etapas do desenvolvimento de um biomaterial e profissionais das areas de pesquisa envolvidas.
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Ao longo do tempo, a busca pelos biomateriais ideais para utilizacdo no corpo
humano teve diferentes objetivos. Nos anos de 1960 e 1970 foram desenvolvidos os
chamados materiais de primeira geracdo, nos quais, o principal foco era encontrar uma
eficiente combinacdo entre as propriedades fisicas, que deveriam ser similares as do tecido
humano que seria substituido, e minima resposta toxica ao usuério. A busca se concentrava
em um material que fosse inerte ao corpo humano (HENCH, 1980).

Em 1980 ja havia cerca 50 tipos de proteses feitas a partir de 40 tipos
diferentes de materiais e cerca de dois a trés milhdes de implantes eram utilizados em
cirurgias anualmente nos Estados Unidos (HENCH, 1980). MilhGes de pessoas tiveram sua
qualidade de vida aumentada com o uso de préteses feitas a partir de materiais inertes.
(HENCH e POLAK, 2002).

O foco na escolha das composi¢fes mais adequadas para a fabricacdo desses
dispositivos de uso médico comegou a mudar com a utilizacdo dos materiais classificados
como de segunda geracdo. Materiais de segunda geragdo séo aqueles que, ao entrarem em
contato com o meio circundante no interior do corpo, produzem alguns componentes que por
sua vez induzem uma resposta fisiolégica no ambiente em que foram inseridos (HENCH e
WILSON, 1984).

O que se espera hoje e para uso futuro, é o desenvolvimento e utilizacdo dos
chamados biomateriais de terceira geracdo. Nessa classe de produtos, objetiva-se a interagéo
direta do material com as células do corpo do usuario. Segundo Hench e Polak (2002, p.
1016) “Os materiais de terceira geragdo estdo sendo elaborados para estimular respostas
celulares especificas ao nivel molecular”.

Um tipo de estrutura que vem sendo desenvolvida, principalmente a partir dos
biomateriais de terceira geracdo, € o scaffold. Os scaffolds sdo estruturas tridimensionais
porosas que sdo capazes de estimular as células a se proliferarem e se fixarem em seu interior
a medida que a estrutura é degradada no corpo humano, além de auxiliar na formacdo de
matriz extracelular. Dessa forma, percebe-se que o desenvolvimento e aperfeicoamento dos
biomateriais representa também um grande avanco para a engenharia de tecidos e para a
medicina regenerativa, e diversas pesquisas na area estdo sendo feitas (NAVARRO et al,
2008; HUTMACHER, HURZELER e SCHLIEPHAKE, 1996; AGRAWAL e RAY, 2001).

Diversas composicdes de biomateriais estdo presentes hoje em varias areas da
medicina, segundo a Associacdo Brasileira de Odontologia (ABO, 2009), os biomateriais

representam atualmente cerca de 300 mil produtos existentes na area médica e muitos deles
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ainda sdo comercialmente invidveis, fato que reforca a importancia da continuidade de

projetos de pesquisa na area.

3.2 As CIRURGIAS DE IMPLANTES

O ndmero de cirurgias realizadas no mundo para a colocagdo de implantes ou
proteses cresce continuamente. Estima-se que mais de 4,4 milhGes de pessoas possuam algum
tipo de dispositivo médico de fixagdo interna. Um dos fatores que pode ser destacado e que
corrobora com o elevado nimero desse indicador € o aumento da expectativa de vida da
populacdo. Para os pacientes que possuem um alto nivel de imobilidade e dor nas
articulagdes, por exemplo, a solugdo mais indicada é a cirurgia. Esse processo é de extrema
importancia na vida dos individuos, pois impacta diretamente sobre o fim das dores e
aumento da independéncia nas movimentacdes (CHEN et al., 2006; INDUSTRY EXPERTS,
2011).

O grande desafio a ser alcangado dentre estes procedimentos cirirgicos é a
longevidade dos implantes com eficiente osseointegragédo (INDUSTRY EXPERTS, 2011), ou
seja, 0 objetivo fundamental nesses casos é alocar o dispositivo no corpo do paciente e
possibilitar que a pessoa leve uma vida normal com longa duracdo do material implantado.

Essas cirurgias se fazem recorrentes em diversas areas da saude e da medicina.
Segundo a Associacdo Brasileira da Indlstria de Artigos e Equipamentos Meédicos,
Odontoldgicos, Hospitalares e de Laboratérios (ABIMO, 2013), por exemplo, cerca de 800
mil implantes odontologicos sdo consumidos por ano no Brasil, além de 2,4 milhdes de
acessorios e componentes protéticos. A demanda de implantes ortopédicos também é tdo
grande que o mercado global nesse segmento atingiu US$ 21,1 bilhdes em 2007 e esta
projetado para atingir US$ 46,5 bilhdes em 2017 (INDUSTRY EXPERTS, 2011).

Estima-se que sejam realizadas anualmente 500.000 cirugias de substituicao de
articulacbes (artroplastia) somente nos Estados Unidos (WARNAWIN et al., 2005), e €
esperado que no mundo todo, dentro dos préximos 50 anos, haja uma incidéncia de fraturas
no quadril que necessitem de cirurgias maior do que o triplo de casos registrados em 1990
(UNIVERSITY OF ABERDEEN, 2014).

Uma consulta a literatura realizada por Chinaglia (2013) mostra que 0s
implantes de quadril e joelho totalizam quase 50% do mercado mundial. Além disso, o titanio

é 0 metal mais amplamente utilizado em implantes e préteses atualmente. Isso se deve ao fato
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desse metal ser bastante resistente a corrosdo e haver uma perfeita integragdo entre tecidos e
sua superficie, ou seja, osseointegracao.

Com o crescente numero desses procedimentos cirurgicos, hd uma grande
preocupacdo em torno dos casos de falhas que ocorrem com os dispositivos e na regido

implantada, e que causam danos aos pacientes.

3.3 FALHAS NOS IMPLANTES

As falhas que podem ocorrer nas cirurgias de implantes ou proteses podem ser
resultantes de diferentes processos. Dentre as principais causas estdo, por exemplo: a soltura
asséptica do material (SUNDFELDT et al., 2006), perda 6ssea ao redor do implante em &reas
que estdo sujeitas a pouca ou nenhuma carga (OH e HARRIS, 1978), aumento da presséo de
fluidos corpdéreos em espagos gerados pelo descolamento da interface osso-implante
(LINDER, 1994; ASPENBERG e VAN-DER-VIS, 1998), micromovimentos da regido
implantada (GOODMAN, 1994), infecgOes e endotoxinas liberadas na regido que induzem a
ativacdo de macrdfagos para reabsorcdo 6ssea (BI et al., 2001; SKOGLUND et al., 2002) e
infeccdes bacterianas (XIANG e SPECTOR, 2006; PRAWEL, 2011).

3.3.1 Falhas Atribuidas as Infeccbes Bacterianas e os Principais Microrganismos

Associados

Dentre as complicacbes que podem ser geradas na regido implantada, os
processos infecciosos sdo considerados os problemas mais devastadores. Os casos de infec¢éo
podem acarretar longos periodos de internacdo, necessidade de nova intervengdo cirurgica,
perda definitiva do implante, encurtamento do membro afetado e deformidades permanentes.
Geralmente, quando as infec¢des tentam ser tratadas sem nova intervencdo cirdrgica, a
tentativa de eliminag&o do microrganismo falha (ZIMMERLI, 2006).

Segundo Xiang e Spector (2006), os casos mais severos de infecgdes podem
evoluir para osteomielite, amputacdo de parte do corpo e até para a morte do paciente. A
osteomielite € um processo infeccioso e inflamatdrio que acarreta destruicdo Ossea, sendo

causado pela presenca de microrganismos patogénicos. O desenvolvimento da osteomielite
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esta relacionado com a espécie do microrganismo e também com fatores intrinsecos a saide
do hospedeiro (LEW e WALDVOGEL, 2004).

Dentre os microrganismos patogénicos, o Staphylococcus aureus €, sem
duvida, o mais citado (Figura 3). Além deste, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli s@o bactérias comumente isoladas de pacientes em estagios de
osteomielite cronica (MACKOWIAK, 1978; HAAS e MCANDREW, 1996; CAREK et al.,
2001).

De modo geral, os implantes infectados com o microrganismo Staphylococcus
aureus devem passar pelo processo de remogdo cirurgica (DAROUICHE, 2004). A revisao
cirurgica é um procedimento perigoso para o paciente, além de gerar altos custos e consumo
de tempo para o hospital. Os resultados obtidos com essas cirurgias ndo sao tdo bons quanto
o0s esperados com a primeira artroplastia (SUNDFELDT et al., 2006).

A fonte de contaminagdo pode ser o ar circundante a operacéao, o contato direto
entre objetos contaminados e a fratura, o proprio implante, a abertura cirtrgica, dentre outros
fatores. A infeccdo pode ser limitada a uma regido especifica ou pode acabar se espalhando
por outros locais no corpo do paciente como periosteo (camada que reveste externamente 0s
0ss0s) e tecidos moles (CAREK et al., 2001).

O desenvolvimento de uma infecgdo no sitio cirargico (ISC) pode ocorrer em
trés estagios, classificados, principalmente, de acordo com o periodo de tempo no qual o0s
sintomas se manifestam. No estadgio | ha infeccdo superficial como resultado de uma
contaminag¢do no momento da cirurgia. Ocorre entre trés e seis meses apds o procedimento e é
responsavel por 40% do total de casos. O estagio Il apresenta infeccao superficial ou profunda
e ocorre entre seis meses e dois anos apds a cirurgia. Correspondem a 45% dos casos de
infeccdo. Ja o estagio 111 apresenta infeccdo apos dois anos do procedimento e correspondem
a 15% do total das infeccdes (ERCOLE e CHIANCA, 2002).

Segundo a ANVISA (BRASIL, 2013) a infeccdo de sitio cirdrgico é um dos
tipos principais de infec¢cdes relacionadas a salde. Dentre todos 0s casos registrados que
relatam a presenca de processos infecciosos, a ISC, especificamente, ocupa a terceira posicao,
e é encontrada em 14 a 16% dos pacientes hospitalizados.

Um estudo realizado por Whitehouse et al. (2002) demonstrou que pacientes
com ISC tiveram que permanecer hospitalizados, em média, duas semanas a mais do que

aqueles que ndo apresentaram infecgdo, além dos custos com os tratamentos aumentarem mais
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de 300% em comparagdo ao grupo controle, e ainda assim, essas pessoas ficaram com
algumas limitagdes fisicas e apresentaram reducdo na qualidade de vida.
Figura 3 - Principais microrganismos isolados a partir de diferentes locais do corpo humano

acometido por osteomielite. Os microrganismos estdo escritos classificados em sua ordem decrescente de
ocorréncia.

Infeccao de proétese articular:

Staphylococcus aureus;

Staphylococcus coagulase negativa; Osteomielite vertebral:
Streptococcus sp.; Staphylococcus aureus;
Bacilo aerébio gram-negativo. Streptococcus sp.;

Mycobacteriumtuberculosis;
Bacilo aerdbio gram-negativo.

Infecgdo pés traumatica: k Infeccao no pé de paciente diabético:
Staphylococcus aureus: S5y ) Staphylococcus aureus,

Bacilo aerébio gram-negativo. Staphylococcus coagulase negativa;
Streptococcus sp.;

Bacilo aerébio gram-negativo;
Enterococcus sp.

-

Fonte: Adaptado de Lew e Waldvogel, 2004.

Na tentativa de reduzir ou eliminar esses problemas, séo realizados varios tipos
de tratamentos a base de diversas medicacGes antibioticas existentes. Ha estratégias para
prevenir e tratar as infecdes que consistem, até mesmo, na inje¢do ou administracdo via oral

de antibidticos antes e depois da cirurgia. Entretanto, deve-se atentar a resisténcia que 0s

14



microrganismos podem desenvolver frente ao grande uso de antibidticos (NEU, 1992;
PEERSMAN et al., 2001)

Tomando como base os dados apresentados acima, 0 conhecimento sobre as
complicacdes causadas pelas infeccGes bacterianas € de extrema importancia para guiar
pesquisas de desenvolvimento de novos implantes ou a escolha de novos materiais para
producdo de préteses e materiais de uso medico (SOUNDRAPANDIAN, 2007).

3.4 A CICATRIZACAO DE FERIDAS E AS INFECCOES

O tecido epitelial de revestimento externo do corpo é responsavel por proteger
0s tecidos internos do contato prejudicial ou indevido com componentes do ambiente externo.
Os danos epiteliais causados por inflamacdes ou lesbes mecénicas que resultam no
rompimento dessa barreira podem trazer consequéncias graves para o organismo. As aberturas
causadas por processos cirargicos ou qualquer outro tipo de leséo e ferida podem representar
uma porta de entrada de microrganismos que podem desencadear processos infecciosos.
Dessa forma, o reparo e a cicatrizagdo desses tecidos Sdo processos essenciais para manter o
individuo saudavel (LEONI et al., 2015)

O processo de cicatrizacdo envolve, basicamente, o acontecimento de trés
etapas que ocorrem em sequéncia: inflamacéo, proliferacéo celular, e, por fim, maturacéo das
células para recompor o tecido. Esse processo como um todo € complexo, envolvendo um alto
nivel de interacdo celular, e a presenca de diferentes moléculas mediadoras. Quando o local
apresenta infeccdo, o tempo da fase inflamatéria é prolongado prejudicando o andamento da
recomposicao tecidual (BROUGHTON, JANIS e ATTINGER, 2006).

Principalmente nos pacientes que permanecem internados, qualquer abertura
pode resultar em contaminacdo, ja que o ambiente hospitalar pode ser um facilitador do
contato com microrganismos patogénicos. As infec¢bes hospitalares também tém
consequéncias graves e podem colocar a vida dos pacientes contaminados em risco caso haja
disseminacéo do microrganismo para outras partes do corpo (EROAN e PASSOS, 2001).

Bdas e Ruiz (2004) avaliaram a ocorréncia de infeccdo hospitalar em pacientes
internados em um hospital universitario. A frequéncia dos isolados bacterianos nos casos
infecciosos foi de: 35,7% para Pseudomonas aeruginosa, 21,5% para Staphylococcus aureus,
14,2% para Escherichia coli e Staphylococcus coagulase negativa (como Staphylococcus

epidermidis) foi encontrada em 11,9% dos casos.
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A bactéria Pseudomonas aeruginosa, especialmente, pode habitar quase todos
0s equipamentos médicos e hospitalares, sendo o mais importante patégeno humano do
género Pseudomonas sp. e grande responsavel por infecgdes hospitalares em ferimentos e
qgueimaduras em diferentes partes do corpo humano (TADEU et al., 2000).

Dessa forma, diversos estudos séo realizados na tentativa de desenvolverem
novos biomateriais para serem usados como curativos que auxiliem um processo eficiente de
cicatrizacao de feridas com reestabelecimento e reorganizacdo tecidual (ISHIHARAA et al.,
2002; AZAD et al., 2004; YH et al., 2015). A rapida e eficaz cicatrizacdo, caso seja aliada a
um curativo com propriedades bactericidas, pode trazer ainda mais beneficios para os
pacientes, pois além de evitar a entrada de microrganismos no local, pode ainda eliminar as

bactérias presentes, e consequentemente, as infecgoes.

3.5 VIDROS BIOATIVOS

Em 1969, Larry Hench e colaboradores observaram que algumas composic¢oes
vitreas possuiam a capacidade de se ligarem aos tecidos vivos sem causar danos. A partir
dessas observacdes foi desenvolvido, nesse mesmo periodo, um material denominado de
Bioglass® 45S5 e, juntamente com essa descoberta, surgiu o termo “bioatividade”, uma das
caracteristicas principais desse novo material (HENCH, 2006).

Um material bioativo provoca uma resposta bioldgica especifica no tecido com
o0 qual entra em contato. Mais detalhadamente, esses materiais promovem a formacao de uma
camada biologicamente ativa de hidroxiapatita (HA) em sua superficie formando uma
interface entre o tecido e o biomaterial, promovendo a formacdo de uma ligacdo quimica
muito forte entre eles (HENCH e WILSON, 1984; HENCH, 2006).

A hidroxiapatita faz parte dos grupos de fosfatos presentes nos sistemas
biolégicos. Esse material é, por exemplo, o principal constituinte do esmalte dentario e do
tecido d6sseo, podendo promover a integracdo entre implantes e tecidos (GATTI et al., 1993).

A formacéo de HA a partir do contato de vidros bioativos com 0 meio aquoso
no qual sdo inseridos, resumidamente, ocorre em trés etapas (Figura 4). Primeiramente, a
troca i6nica de Na* e Ca®" presentes na superficie do material com o meio circundante resulta
em aumento do pH da solugcdo. Em seguida, ocorre uma série de reacGes dindmicas
envolvendo a silica presente nos compostos vitreos, levando a formacdo de uma camada

porosa rica em silica na superficie do biomaterial. Com a saturacdo de ions na solucao,
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comeca a ocorrer a deposicéo de fons PO,> e Ca** na camada de silica, resultando em outra
camada amorfa a partir da incorporacdo desses ions. E, finalmente, com incorporagdo de
anions OH™ e CO3% ocorre a cristalizagdo da camada formada, produzindo a HA (SIQUEIRA
e ZANOTTO, 2011).

Figura 4 - Etapas de formacéo da camada de hidroxiapatita a partir do contato do vidro bioativo com o0 meio no
qual € inserido.

Meio aquoso
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Fonte: Campanini, 2015.

O primeiro biovidro desenvolvido, o 45S5, ja passou por diversos estudos e
muitas de suas propriedades s&o conhecidas e consolidadas. O Bioglass® ¢é a bioceramica com
0 maior indice de bioatividade conhecida, além de ser um biomaterial osseoindutor (HENCH
e WEST, 1996), possuir propriedade angiogénica (DAY, 2005; JELL e STEVENS, 2006;
HENCH, 2009), bactericida (HU et al., 2009; RIVADENEIRA et al., 2013; ALLAN et
al.,2001), e anti-inflamatoria (RECTENWALD et al., 2002).

A partir do surgimento do Bioglass®, outros materiais comecaram a ser
desenvolvidos com a finalidade de expansdo de seu uso e novas aplicacbes desses produtos,
especialmente na area médica. Nesse contexto, pesquisadores do Laboratério de Materiais
Vitreos (LaMaV) no departamento de Engenharia de Materiais (DEMa) da Universidade
Federal de S8o Carlos (UFSCar) desenvolveram, no decorrer do mestrado de Ravagnani
(2003), o Biosilicato®.

O Biosilicato® é uma vitroceramica que foi produzida a partir de composicoes
proximas ao Bioglass® 45S5 tendo sua microestrutura controlada, garantindo melhoria nas
propriedades mecanicas, elasticidade e melhor usinabilidade em comparacdo ao biovidro de
partida, além de manter a alta biotividade (SIQUEIRA e ZANOTTO, 2011).

Stoor et al. (1998), também observaram que os biovidros podem ter potencial
bactericida. Quando as particulas de um biovidro chamado de S53P4 foram colocadas em
ambiente aquoso, houve liberagcdo de ions calcio e sddio para 0 meio causando um aumento

na pressdo osmotica e no pH. Segundo os autores, possivelmente, a combinacao desses efeitos
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foi responsavel por eliminar alguns dos microrganismos patogénicos presentes no ambiente
apos pouco tempo de contato entre 0 material e as bactérias.

Uma pesquisa realizada por Martins et al. (2011), evidenciou a eficacia da
atividade bactericida do Biosilicato®. Este biomaterial inibiu o crescimento de grande parte
dos microrganismos avaliados em diferentes metodologias de testes.

Ainda assim, a maioria das composi¢cdes de vidros bioativos até agora
desenvolvidos, tem uma alta tendéncia a cristalizacdo e possui uma faixa de trabalho e
manipulacdo bastante estreita (BRINK et al.,, 2000). Dessa maneira, alguns desses
biomateriais geralmente ndo podem ser manufaturados para obtencgéo de diferentes formas de
apresentacdo, como fibras, scaffolds ou outras pecas sintetizaveis, limitando suas aplicacGes
clinicas.

Essa dificuldade estimulou novas pesquisas e resultou no desenvolvimento de
um biovidro classificado como altamente bioativo e que possui as caracteristicas necessarias a
confeccdo de fibras e de pd. Esse vidro bioativo foi desenvolvido por Souza (2011) no
LaMaV-DEMa/UFSCar e é denominado, internamente, de F18. A nova composi¢do vitrea
bioativa esta compreendida no sistema SiO,-Na,0-K,0-MgO-Ca0-P,0s, 0 que confere ao
material elevada reatividade e, portanto, baixa durabilidade quimica, como é esperado para
um vidro altamente bioativo.

Alguns testes ja realizados com o F18 mostraram que superficies de titanio
recobertas com esse biovidro em contato com células osteoblasticas proporcionaram
viabilidade celular igual aquela encontrada em superficies de titanio recoberta com o padrédo
45S5 (CHINAGLIA, 2013).

Uma revisdo bibliografica feita por Chinaglia (2013) na area de falhas de
implantes ortopédicos e odontolégicos mostrou que as causas de problemas nas cirurgias de
préteses podem ser reduzidas por meio da associa¢do dos implantes metalicos com materiais
como o Bioglass® e Biosilicato®.

Os vidros bioativos ja possuem uma boa quantidade de dados que dao suporte a
comprovacao de sua eficiéncia em diversas aplicacdes, principalmente no que se refere aos
seus efeitos antibidticos, antiinflamatorios e de reparacdo do tecido 6sseo. Apesar disso, novas
pesquisas ainda se fazem necessarias para compreender as propriedades biologicas dos
biovidros (THOMAS et al., 2005).
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3.6 Uso DA PRATA COMO AGENTE BACTERICIDA

A atividade bactericida da prata jA € conhecida h4& muito tempo. Uma das
caracteristicas interessantes dessa propriedade é o amplo espectro de acdo. (BERGER et al.,
1976; FENG et al., 2000, BLAKER et al., 2004).

Berger et al. (1976) demonstraram que fons Ag® apresentaram eficiente
atividade bactericida contra dezesseis tipos diferentes de isolados clinicos bacterianos. A prata
foi eficiente até mesmo na eliminacdo de uma espécie bacteriana que havia se tornado
resistente a diversos antibioticos. A inibicdo dos microrganismos iniciou a partir de
concentracdes de 1,25 pg de prata por ml de suspenséo bacteriana e ndo apresentou efeitos
toxicos as células de mamiferos.

Feng et al. (1998) produziram filmes de hidroxiapatita contendo prata para
aplicacdes em implantes e comprovaram que concentracdes a partir de 20 ppm foram
bactericidas contra E. coli, S. aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa.

Diversos estudos tém sido realizados a fim de explicar a atividade bactericida
da prata. Esse efeito se deve ao fato de que os ions de Ag*, quando liberados no meio em que
é inserido, tém a capacidade de reagir com as estruturas do DNA dos microrganismos ali
presentes e causar o impedimento da replicacdo do material genético, levando a morte celular
da bactéria (BLAKER et al., 2004; MORONES et al., 2005).

Morones et al. (2005) encontraram evidéncias de prata tanto na superficie
guanto no interior de células bacterianas tratadas com este metal. Além desses autores, outros
estudos sugerem que a acdo bactericida aconteca devido a interagdo dos ions com a membrana
celular, afetando sua permeabilidade e a cadeia respiratoria. A carga positiva dos ions Ag"
pode ser atraida pela carga negativa da membrana celular levando aos danos celulares
descritos (DIBROV et al., 2002; MORONES et al., 2005; KIM et al., 2007).

Feng et al. (2000) evidenciaram a presenca de dano celular representado por
um espaco causado pelo afastamento entre membrana e parede celular, apds exposic¢do de
células bacterianas a prata, além de observarem interacbes de Ag” com o material genético,
levando a condensacdo do DNA o que impossibilita a replicacéo.

Alguns trabalhos utilizaram prata incorporada em biomateriais para usos
clinicos e obtiveram bons resultados. Bellantone et al. (2002) testaram a atividade bactericida
de particulas de 90-710 um de um biovidro dopado com Oxido de prata em comparacdo a

atividade de particulas de mesmo diametro do Bioglass®. O biovidro que continha a prata
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demonstrou uma eficiente eliminacdo dos microrganismos, porém o 45S5 nessa granulometria
n&o apresentou resultado.

Blaker et al. (2004) desenvolveram curativos dopados com prata e
demonstraram que essa formulacdo ndo afetou a bioatividade nem a capacidade de
manipulacdo do material. Clupper e Hench (2001) também produziram curativos com
Bioglass® e prata e obtiveram bons resultados, demonstrando que a adicdo do metal néo
interferiu no processo de formacéo de hidroxiapatita.

A partir disso, pode-se observar que 0 uso da prata incorporada ao biovidro é
viavel e pode ser um aliado quando h& grande necessidade de atividade bactericida, nos casos

em que somente o vidro bioativo ndo seja suficiente para desempenhar esse papel.
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4 Materiais e métodos

4.1 BIOVIDRO

O biovidro utilizado neste trabalho, denominado internamente de F18, pertence
ao sistema SiO,-Na,0-K,0 MgO-CaO-P,0s. Esse material foi desenvolvido pelo Laboratério
de Materiais Vitreos do Departamento de Engenharia de Materiais da Universidade Federal de
Sao Carlos (LaMaV — DEMa/UFSCar) e é coberto pela patente BR10 INP1 201302096109.

4.2 BIOVIDRO NA FORMA DE PO (F18)

O biovidro foi obtido por fuséo e os blocos formados por esse processo foram
moidos em almofariz de agata exclusivo para moagem desse material. O pé resultante foi
peneirado a seco com o auxilio de pincel macio tipo “pelo de marta”. A granulometria
desejada (diametro médio de particulas igual a 49 um) foi obtida com o uso de peneiras de

nylon com aberturas na faixa de tamanho desejada.

4.3 PREPARACAO DO PO DO F18 CONTENDO PRATA (F18AG)

O biovidro contendo 1% em peso de prata foi obtido por fuséo adicionando-se
nitrato de prata a composicao original do F18. A obtencdo do p6 segue a sequéncia descrita no
item 4.2.

4.4 RECOBRIMENTO DAS SUPERFICIES COM O PO DO F18

Para produzir os corpos de prova (Figura 5) que foram utilizados nesses
ensaios, uma camada do pé do biomaterial foi aplicada sobre uma placa de vidro inerte
quadrada de cinco centimetros de lado. A deposicdo dessa camada foi feita por meio do uso
da técnica de atomizacdo pneumatica, utilizando-se o equipamento conhecido como aerografo

ou pulverizador a ar comprimido. As particulas de biovidro, dispersas em um gel de
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hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), recobriram 25% da superficie das placas de vidro. Essa
técnica, desenvolvida por Chinaglia (2013) € coberta pela patente INP1 BR 10 2014 003817 5.

A quantidade em peso de p6 disperso na area de 25 cm? de cada placa foi de 30
mg. Tambeém foram feitos os corpos de prova controle a partir do mesmo procedimento de
recobrimento. Neste caso, as placas de vidro inerte foram recobertas apenas com o gel de
HPMC.

Figura 5 - Corpo de prova composto por manta de fibras do biovidro F18 (A). Corpo de prova recoberto com pé
do biovidro F18 (B). Detalhe obtido por meio de microscépio 6tico em aumento de 100 vezes da superficie da
placa recoberta por particulas de p6 do biovidro (C).

Fonte: Campanini, 2015.

4.5 BIOVIDRO NA FORMA DE FIBRAS E MANTAS

A partir da composicdo vitrea do F18, fibras de 25 pum de didmetro foram
obtidas pelo processo de downdrawing ou puxamento. Neste processo, utilizado no LaMaV,
uma amostra de 400g de vidro € colocada em um cadinho de ZAS (zirc6nia-alumina-silica) e
levado ao interior do forno, sendo aquecida até uma temperatura patamar, normalmente acima
de 1200°C durante, aproximadamente, trinta minutos ou tempo necessario para que a amostra
esteja fundida e homogénea. Posteriormente, a temperatura do forno é ajustada para que a
massa Vvitrea alcance a viscosidade adequada para iniciar-se 0 processo de puxamento de
fibras. Durante esse procedimento, as fibras sdo processadas em mecanismo especifico que as
recobre com colageno e em seguida as une de modo a formar uma manta de um nao-tecido de
fibra de vidro bioativo. As mantas foram confeccionadas pelo LaMaV-DeMa/UFSCar e
cortadas em quadrados de 4 x 4 cm para servirem como corpos de prova (Figura 5) nos
ensaios microbiolégicos.
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Os corpos de prova controle de manta vitrea foram feitos pelo mesmo
processo, porém compostos apenas por fibras de vidro inerte (“vidro de janela”). As mantas

controle também foram cortadas nas mesmas dimensdes daquelas compostas por F18.

4.6 CEPAS DOS MICRORGANISMOS

As cepas bacterianas da American Type Culture Collection (ATCC) utilizadas
na pesquisa sdo procedentes do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS) e pertencentes ao Laboratorio de Microbiologia e Parasitologia da Universidade
Federal de Sdo Carlos. Para a realizacdo dos ensaios foram utilizadas duas cepas de
microrganismos estabelecidas pela metodologia da norma escolhida, citada na se¢éo 4.7. S&o
elas: Escherichia coli (ATCC 8739P) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538). Também foram
selecionadas para o estudo as cepas de Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) e de
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). A selecdo desses microrganismos foi feita baseada

na importancia de cada um dentro do cenario da pesquisa.

4.7 AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE BACTERICIDA DO VIDRO BIOATIVO SEGUNDO A NORMA JIS Z
2801:2010

Os primeiros experimentos foram realizados com o objetivo de investigar se o
novo biovidro F18, sem o acréscimo de prata em sua composicdo, possui alguma atividade
bactericida ap6s 24 horas de contato com microrganismos.

A metodologia selecionada para essa finalidade foi baseada na norma JIS
(Japanese Industrial Standard) Z 2801:2010 “Antibacterial products - Test for antibacterial
activity and efficacy” que padroniza uma forma de teste para avaliacdo do efeito bactericida a
partir do contato com a superficie de diferentes tipos de materiais, sendo compativel com o
objetivo da pesquisa em questdo, e podendo ser utilizada para testar o F18 tanto na forma de
p6 quanto na forma de fibras.

A partir desta metodologia é possivel avaliar quantitativamente a reducéo de
microrganismos pela contagem direta do nimero de UFC (Unidade Formadora de Col6nia)
por mililitro de amostra de suspensdo bacteriana antes e depois de entrar em contato com o

material a ser testado. Foram realizados, pelo menos, dois ensaios completos e individuais
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com cada uma das cepas bacterianas escolhidas em contato com cada uma das duas formas de

utilizacdo do F18 (p6 e manta de fibras).

4.7.1 Preparacao do inéculo

Em cada ensaio, a bactéria utilizada foi transferida de sua cultura estoque para
0 caldo triptona de soja (TSB — Tryptone Soya Broth) e incubada por 20 a 24 horas a
35°C + 1 °C. Apos esse tempo de crescimento, a cultura foi centrifugada por 15 minutos a
3000 RPM (rotacGes por minuto). O sobrenadante foi descartado e a bactéria sedimentada foi
ressuspendida em solucdo salina tamponada (PBS — Phosphate buffered saline).

A partir desse procedimento, a suspensdo em PBS foi ajustada para que fosse
obtida uma turvagdo correspondente a 0,5 da escala de McFarland, o que significa que havia
aproximadamente 10® UFC por ml. Essa suspensdo passou ainda por diluicdes seriadas até
atingir a concentracao de 10° UFC por ml, desejada para o inéculo inicial. Para que esse valor
de viabilidade do inéculo fosse confirmado, essa suspensao bacteriana padrdo passou por mais
trés diluicbes em série, sendo que a partir da ultima delas foram plaqueados em duplicata os
volumes de 100 pl e 1000 pl em 4gar padrdo para contagem (PCA — Plate Count Agar).

Essas placas que indicavam a viabilidade do in6culo foram feitas pelo método
de pour-plate e incubadas por 48 horas a 35 °C + 1 °C. Apds esse periodo, foram realizadas as
contagens das colénias em cada placa e o valor obtido foi multiplicado pelo inverso da

diluicdo para estimar e confirmar o valor inicial células no in6culo.

4.7.2 Montagem do experimento

Para cada ensaio foram utilizados nove corpos de prova, dentre estes, seis eram
0s controles e os outros trés continham o vidro bioativo F18. Para a esterilizacdo destes
materiais foi utilizado o processo de exposic¢do a luz UV (ultravioleta) por 20 minutos de cada
lado. Os corpos de prova esterilizados foram acomodados dentro de placas de Petri e 400 pl
do inéculo padrdo (10° UFC ml™) foram adicionados sobre a superficie bioativa de cada um.
No caso da manta, os corpos de prova foram apoiados sobre um quadrado de 5 cm de vidro
inerte e posteriormente, acrescidos da aliquota do indculo. Um filme plastico de polietileno de
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4 x 4 cm, também esterilizado e inerte, foi colocado sobre a aliquota, levando & formagéo de
uma fina camada do in6culo em intimo contato com o vidro bioativo (Figura 6).

Apos a colocacdo do filme plastico, a area efetiva de contato da suspenséo
bacteriana com o p6 do biovidro foi de 16 cm?. Para esta area de contato, estima-se que a
propor¢do da quantidade em peso de p6é para cada mililitro do inoculo foi de,

aproximadamente, 50mg/ml.

Figura 6 - Esquema de montagem da metodologia de ensaio microbiolégico segundo a norma JIS Z 2801:2010.
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Fonte: Campanini, 2015.

Trés corpos de prova controle e trés corpos de prova teste (F18) foram
incubados por 24 horas a 35°C + 1°C em camara Umida (Figura 7). A umidade desejada foi
obtida pelo armazenamento das placas de Petri contendo as amostras em um recipiente de
plastico tampado e revestido internamente com papel toalha Umido. Apds o tempo de
incubacdo, os corpos de prova passaram pelo procedimento de recuperacdo dos
microrganismos para obtenc&o do niimero de UFC ml™.

Trés corpos de prova controle ndo foram incubados e passaram pelo processo
de recuperaco e andlise da quantidade de UFC ml™ logo ap6s a inoculacdo dos 400 pl da
suspensdo bacteriana, como descrito a seguir. Dessa forma, foi possivel validar a eficacia do
procedimento de recuperacdo dos microrganismos ao realizar a comparacao entre o resultado

obtido nesse tempo zero (inicial) e a contagem obtida a partir da viabilidade do inoculo.
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Figura 7 - Incubacdo em cadmara Umida dos corpos de prova em contato com o in6culo

4.7.3 Recuperacao dos microrganismos

Para o procedimento de recuperacio e determinacdo do nimero de UFC ml™,
cada um dos corpos de prova foi transferido assepticamente para um saco plastico esterilizado
(Figura 8), onde foram acrescentados 10 ml de PBS junto a amostra. Os sacos foram fechados
e agitados manualmente de modo constante durante um minuto, de forma que todos os
microrganismos presentes nas amostras fossem distribuidos e homogeneizados com o PBS. A
partir da suspensdo presente na bolsa pléstica, foram feitas diluicbes decimais e seus
respectivos plagueamentos a fim de possibilitar a contagem do nimero de UFC.
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Figura 8 - Inicio da recuperagdo dos microrganismos viaveis por meio da lavagem dos corpos de prova em saco
plastico esterilizado.

Fonte: Campanini, 2015.

Foram realizados experimentos prévios com o intuito de estabelecer quais
seriam as quantidades de dilui¢cbes adequadas em cada tratamento dos corpos de prova para
possibilitar a contagem das coldnias. A partir disso, a lavagem no saco pléstico dos controles
foi diluida quatro vezes (até 10™*) e 50 ul de cada uma dessas diluicdes foi plaqueado em
duplicata no meio de cultura PCA pela técnica de spread-plate.

Os corpos de prova teste passaram por menos diluigdes. A partir da suspensao
formada no saco pléstico apds a agitacdo, foi plaqueado um ml em duplicata em PCA pelo
método de pour-plate. Essa medida foi importante para determinar com maior confiabilidade
o limite de deteccdo do experimento, pois ao realizar a analise dessas placas, foi possivel
obter diretamente o valor de UFC em cada ml da lavagem. Depois disso, foram feitas ainda
duas diluicdes decimais (até 10) com o restante da suspensdo e cada uma seguiu O
procedimento de plagueamento dos controles. Todas as placas obtidas foram incubadas a
35°C = 1°C por 24 horas, exceto aquelas preparadas pela técnica de pour-plate, que
permaneceram em incubacdo por 48 horas. Cada valor de UFC obtido nas placas foi
multiplicado pelo inverso da respectiva diluicdo para obtencdo do valor em um ml da

suspensdo inicial.
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4.7.4 Metodologia para analise dos resultados encontrados nos ensaios baseados
na norma JIS Z 2801:2010

Todos os valores obtidos por meio das contagens de col6nias nas placas de
Petri foram multiplicados pelo inverso de suas respectivas diluicBes, possibilitando a
estimativa do valor de UFC ml™ em cada situac&o. Esses valores foram representados por seus
respectivos logaritmos, facilitando a visualizagdo dos resultados e, posteriormente, da
eficiéncia bactericida do material. Para os logaritmos obtidos nas réplicas de uma mesma
condicdo, foi calculada a media e o desvio padrao de cada um desses valores.

Como a partir da lavagem dos corpos de prova que continham o F18 e o indculo,
foram plaqueados 1 ml em duplicata para posterior contagem, o limite de deteccdo desse
ensaio para a reducéo de microrganismos foi de 1 UFC ml™, sendo que, quando ndo foram
encontradas coldnias nas contagens realizadas nas placas, foi considerado o valor de 1 UFC.
A partir disso, foram feitas as tabelas (Tabelas 1 e 2) contendo todos esses dados coletados
dos ensaios microbiolégicos com a manta e o pd do biovidro.

Segundo o item 5.8 da norma JIS Z 2801:2010 que discorre sobre os resultados
dos testes, a atividade bactericida do material em andlise deve ser calculada de acordo com a

seguinte equacao (1):
(1) R= Ut - At

Onde,

R = Valor da atividade bactericida/Reducdo logaritmica de células viaveis.

U, = Média dos logaritmos dos nimeros de células bacterianas viaveis apos a
incubacdo por 24 horas em contato com corpos de prova controle

A; = Média dos logaritmos dos nimeros de células bacterianas viaveis ap6s a

incubagédo por 24 horas em contato com corpos de prova contendo o biovidro F18

Ainda segundo a mesma norma, o material em teste é considerado como
eficiente caso os valores da atividade bactericida (R), sejam, pelo menos, 2,0. Ou seja, 0
material devera proporcionar uma reducdo de 2,0 ou mais logs na contagem do inoculo apos

do tempo de incubagéo.
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Para facilitar a visualizagdo do resultado final de redu¢do dos microrganismos
em cada condicdo, os valores de R foram representados na forma de gréaficos.

4.8 AVALIACAO IN VITRO DA CINETICA DE ACAO BACTERICIDA DO VIDRO BIOATIVO

Ap0s a realizacdo dos experimentos que seguiram a norma JIS Z 2801:2010,
foi possivel se obter conhecimento prévio sobre a eficiéncia da atividade bactericida do F18
apos 24 horas de contato com as suspensdes bacterianas selecionadas. A partir disso, novos
ensaios foram planejados com o objetivo de investigar a acdo bactericida do biovidro F18 no
decorrer de periodos mais curtos de tempo.

Antes do inicio dos experimentos com o F18, havia a existéncia de uma
hip6tese de que esse novo material pudesse ter apenas acdo bacteriostatica e ndo bactericida,
como era desejado. Por esse motivo, neste trabalho, também foi proposta a realizacdo de
ensaios posteriores com o p6 do biovidro acrescido de prata (F18Ag) que é um importante e
conhecido agente bactericida.

Baseando-se nas premissas citadas acima, 0s proximos ensaios foram
elaborados a fim de possibilitar a comparacdo da acdo bactericida do F18 e do F18Ag, ambos
na forma de pd, por meio da contagem de UFC de S. aureus submetidas a estes diferentes
tratamentos e em periodos de tempo menores do que 24 horas de contato entre o indculo e os
materiais. Nos testes cinéticos também buscou-se avaliar a efetividade de diferentes
proporcdes de péd de vidro bioativo por mililitro de suspensdo do indculo, e a interferéncia da

incubacdo estatica ou sob agitacdo na acdo dos materiais.

4.8.1 Comparacao da cinética de acao bactericida entre o p6 do F18 e F18Ag

em diferentes quantidades aplicadas ao inéculo

Nesse experimento foram colocadas diferentes quantidades do p6 do biovidro

F18 e F18Ag em tubos de ensaios estéreis e em cada um deles foi acrescentado 1 ml do

indculo padrdo. O microrganismo utilizado nesses ensaios foi o S. aureus, devido sua grande

importancia e prevaléncia em casos infecciosos, como comentado na revisao bibliografica. O

indculo na concentracdo de 10° UFC ml™ foi previamente preparado de acordo com a
metodologia citada na secéo 4.5.3.
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Em diferentes tubos de ensaio foram colocadas, individualmente, as
quantidades de 50, 30, 15 e 5 mg do p6 de F18, do p6 de F18Ag e, como controle, silica
(SiOy) em pd. Todos os materiais na forma de po possuiam a mesma granulometria média de
49 um e foram esterilizados, dentro de seus respectivos tubos, em estufa a 170 °C por duas
horas. Cada tubo, com as diferentes quantidades de pd, foi feito em duplicada para aumentar a
confiabilidade dos resultados.

Ap0s o acréscimo de 1 ml do in6culo sobre o pé dos materiais dentro de cada
um dos tubos, o conjunto foi colocado sob incubacdo em shaker a 35°C + 1°C e 150 RPM
(rotacOes por minuto). A partir disso, em tempos determinados, foi plaqueada uma aliquota de
100 pl de cada condicdo em PCA para possibilitar a contagem das UFC em cada tempo. Os
tempos escolhidos para o plagueamento foram: 0, 30, 60, 90 minutos e 24 horas. Todas as
placas foram feitas pelo método de spread plate e foram incubadas por 24 horas a 35 °C £ 1°C

antes da contagem.

Figura 9 - Esquema simplificado de montagem do experimento de avaliagdo da cinética de ac¢do bactericida do
F18 e F 18 Ag. Cada condig&o foi feita em duplicata.

Silica+ 1 ml do
., 100 pl
inéculo —> <
N N NN N
F18 + 1 mldo 4 |
indculo i > pou
F18Ag + 1 ml do
indculo —_> 100 ul

A / \ / \ / /
N’ N N A

50mg 30mg 15mg 5mg

Fonte: Campanini, 2015.

4.8.1.1 Meétodo de analise dos dados obtidos

Os resultados obtidos nas contagens foram multiplicados pela respectiva

diluicdo (10™) para que fosse determinado o nimero de UFC ml™. Todos os valores foram
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representados em sua forma logaritmica para que fosse mais facil a visualizagdo numérica de
reducdo microbiana. A partir disso, foi possivel se obter a média das contagens e também o
desvio padrao entre os valores. Com esses dados, foi elaborado um gréafico para representacédo
da acdo bactericida do F18 e F18Ag ao longo do tempo e em comparacdo com o controle
(Silica).

4.8.2 Analise da cinética da atividade bactericida do F18 e F18Ag em
comparacdo com o padrao Bioglass® 4555 e em condicées de incubacao

com e sem agitacao

No experimento comparativo entre a acdo do F18, F18Ag e do padrdo 45S5,
300 mg do pd de cada um desses materiais foram colocados individualmente dentro de
diferentes erlenmeyers estéreis com capacidade para 125 ml. Sobre o p6, foi acrescentado em
cada frasco seis ml do inéculo (10° UFC ml™) padronizado de S. aureus de acordo com 4.5.3.

O controle foi feito da mesma forma, utilizando-se silica (SiO,) em po6 na
mesma granulometria média dos demais materiais. O 45S5 na forma de po foi produzido pelo
LaMaV-DEMa/UFSCar pelo mesmo procedimento que 0s demais pos.

As quantidades de pd e os frascos erlenmeyers foram esterilizados por duas
horas em estufa a 170 °C. Para cada uma das condigdes (SiO,, F18, F18Ag e 45S5) foram
preparados 6 erlenmeyers com a mistura de p6 e indculo. Todos os 24 frascos passaram por
incubagdo e plagueamento em tempos determinados, como descrito no ensaio cinético
anterior. Porém, como o objetivo principal do experimento em questdo era avaliar se a
incubacdo das amostras sob agitacdo influenciava na acdo bactericida do biovidro, neste caso,
trés frascos de cada um dos tratamentos foram incubados sob agitacdo em shaker e 0s outros
trés de cada um, de forma estatica em estufa de cultura (Figura 10).

Os tempos, nos quais as aliquotas de 100 pl de cada tratamento foram
plaqueadas em duplicata, foram: 30, 60, 180, 360 minutos e 24 horas. As placas resultantes do
processo foram incubadas por 24 horas a 35 °C + 1°C e depois passaram pela contagem das

colonias.
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Figura 10 - Esquema da metodologia utilizada no ensaio de avaliagdo da cinética de acdo bactericida do F18,
F18Ag e 45S5.
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? (105 UFC mlY)
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Fonte: Campanini, 2015.

4.8.2.1Meétodo de analise estatistica dos dados obtidos

A partir de cada condicdo testada foi obtido um conjunto de dados com seis
valores de contagens de UFC, resultantes do plaqueamento em duplicata de um dos frascos
que compunham a triplicata. Cada um desses valores foi representado pelo seu respectivo
logaritmo, de forma que a representacdo grafica da atividade bactericida pudesse ficar mais
visivel.

Para a avaliacdo dos dados coletados, objetivou-se responder as seguintes
perguntas: “Ha diferenca de acdo bactericida entre os materiais (45S5, F18 e F18Ag) em cada
periodo de tempo determinado?” ¢ “A forma de incubagdo (com ou sem agitagdo) das
amostras que continham a suspenséo bacteriana em contato com os biovidros interfere na acao
bactericida de cada um dos materiais?”’.

Para responder as perguntas, foram aplicados trés tipos de testes estatistico
sobre os dados, resultando em maior confiabilidade na avaliagdo. O teste de Kruskal-Wallis
com pos teste de Dunn, utilizado para comparar mais de dois grupos de dados entre si, foi
aplicado para auxiliar na resposta da primeira pergunta. Para isso, as variaveis “agitacdo”
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(com ou sem) e “tempo” (30 minutos, uma, trés, seis ou 24 horas) foram fixadas e o conjunto
de dados obtidos em cada combinagé&o foi analisado segundo o teste apontado, possibilitando
a comparacdo entre cada dupla de material individualmente.

Para responder a segunda pergunta, as variaveis “tempo” (30 minutos, uma,
trés, seis ou 24 horas) e “material” (45S5, F18 e F18Ag) foram fixadas, e os conjuntos de
dados obtidos na condigéo de incubagdo com agitacdo foi comparado com os dados obtidos na
incubacdo estatica. Cada dois grupos foram comparados pelo teste de Mann-Whitney. Os

testes foram realizados por meio do programa estatistico Graphpad Prism 6.
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5 Resultados e Discussdes

5.1 ENSAIOS BASEADOS NA NORMA JIS Z 2801:2010

Em todos os experimentos realizados com base na norma JIZ Z 2801:2010,
primeiramente, o processo de recuperacdo dos microrganismos mostrou-se eficiente e
confiavel, pois para todas as cepas utilizadas, o nimero de UFC encontrado em cada ml da
suspensdo de lavagem dos trés corpos de prova controle no tempo zero (tempo inicial de
contato) foi correspondente aquele encontrado nas contagens da viabilidade de cada in6culo.

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos com os experimentos baseados na
norma JIS e realizados com os corpos de prova recobertos com o pé do biovidro F18 em

contato com as quatro diferentes cepas bacterianas selecionadas para a pesquisa.

Tabela 1 - Resultados obtidos com os ensaios baseados na norma JIZ Z 2801:2010 a partir do contato do pé do
biovidro F18 com as diferentes cepas bacterianas.

Vlal?rl]lél)gljlcf)e do Controle - 24 hq{’as F18 24 - hora_s1
(1og1o UFC mi™) (logip UFC ml™) (logip UFC ml™)
Escherichia coli
(ATCC 8739P) 58%0,1 6,0£0,1 0
Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) 5702 6,1+£0,1 0
Staphylococcus
epidermidis 52+0,01 59+04 0
(ATCC 12228)
Pseudomonas
aeruginosa 58+0,01 6,5+0,1 0
(ATCC 27853)

Fonte: Campanini, 2015.

De acordo com a Tabela 1 é possivel observar que, em todas as condi¢des de
ensaio, os indculos bacterianos iniciais estavam dentro da concentracdo desejada, ou seja, pelo
menos 10° UFC ml™. Observa-se também que apds 24 horas de contato entre os corpos de
prova controle e a suspensdo bacteriana, houve um aumento no nimero de colbnias em
comparacdo com a viabilidade. Esse fato mostra que os microrganismos foram capazes de se
reproduzir sob as condicBGes fornecidas durante a incubacdo. O gel HPMC, utilizado no

processo de recobrimento dos corpos de prova controle, ndo possuiu nenhum efeito
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bactericida, podendo-se constatar que a reducdo bacteriana observada se deve,
exclusivamente, ao biovidro.

No momento das contagens das placas de Petri feitas a partir das amostras que
continham o F18, ndo foram encontradas coldnias de nenhuma das bactérias. Ao considerar
esses resultados como 1 UFC ml™ (limite de deteccdo da técnica), o valor do logaritmo obtido
a partir do nimero um € igual a zero e, portanto, o desvio padrdo entre as amostras também
foi zero, como demonstra a Tabela 1.

A Figura 11 indica o valor da reducdo logaritmica do nimero de células viaveis
de cada microrganismo testado, seguindo a equacédo (1) da norma utilizada. O desvio padréo
das contagens de cada cepa esta representado pela barra de erro.

Figura 11 - Valor da atividade bactericida do pé do F18 sobre as diferentes cepas bacterianas, seguindo o
calculo estipulado pela norma JIS Z 2801:2010.

Atividade bactericida do p6 do vidro bioativo

F18
6,8
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6,2
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P. aeruginosa

5,4 -
5,2 -

5

Fonte: Campanini, 2015.

Observando-se a Figura 11 é possivel perceber que a bactéria Pseudomonas
aeruginosa foi a que apresentou maior reducdo logaritmica no nimero de células viaveis e
Staphylococcus epidermidis, a menor reducdo em comparacdo as outras. Porém, esses valores
de reducdo séo proporcionais ao crescimento dos microrganismos durante o periodo de
incubacdo. Sendo que P. aeruginosa foi a que mais se reproduziu e S. epidermidis teve um
menor aumento no numero de col6nias apds as 24 horas, quando comparados a viabilidade.

No experimento em questdo, para todas as cepas, o valor de atividade

bactericida (reducdo logaritmica de microrganismos) foi maior que o dobro do limite 2,0
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estipulado pela JIS. Observa-se também, que ndo houve diferenga de sensibilidade ao F18
entre as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas ap6s o tempo de contato de 24 horas. Nos
quatro casos pode-se afirmar que a eficiéncia bactericida do p6 do F18 foi proxima de 100%.
As repeticdes do ensaio completo com cada microrganismo tiveram o mesmo resultado de
reducdo, aumentando a confiabilidade dos dados.

A analise de resultados dos ensaios realizados com a manta de biovidro seguiu
0 mesmo padréo daquela realizada com o pé do mesmo material. A Tabela 2 mostra os dados

obtidos a partir desses calculos.

Tabela 2 - Resultados obtidos com os ensaios baseados na norma JIZ Z 2801:2010 a partir do contato das
mantas de fibras do vidro bioativo F18 com as diferentes cepas bacterianas.

Viabilidade Controle - 24 horas F18 24 - horas
(logio UFC miI™) (logio UFC miI™) (logio UFC ml™)
Escherichia coli
(ATCC 8739P) 58+0,1 70+£0,2 0
Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) 52+0,1 6,2+0,1 0
Staphylococcus
epidermidis 51+0,1 6,1 +0,2 0
(ATCC 12228)
Pseudomonas
aeruginosa 5,8+0,01 7,3+0,2 0,8+0,6
(ATCC 27853)

Fonte: Campanini, 2015.

A partir desses resultados pode-se confirmar, por meio dos valores da
viabilidade, que o in6culo inicial também estava dentro do desejado para os testes (pelo
menos 10° UFC ml™). Observa-se que o ocorrido para 0s ensaios com o p6 do biovidro nas
comparacOes entre os valores da viabilidade do in6culo e do controle ap6s a incubacéo, foi
repetido para estes testes realizados com a manta de fibras bioativas. Porém, no caso das
mantas, 0 aumento de células viaveis apds 24 horas foi maior do que com o po. A diferenca
entre essas duas situacdes de incubacdo € que na manta controle ha presenca do colageno que
une as fibras de biovidro. E provavel, entdo, que os microrganismos tenham utilizado
compostos dessa proteina como fonte de nutrientes para sua multiplicacéo.

Mesmo com o grande aumento no ndmero de células no controle apds 24
horas, o F18 na forma de manta também se mostrou bactericida. Para S. aureus, S.
epidermidis e E. coli, o logaritmo médio das contagens ap0s 24 horas de contato com a manta

foi igual a zero, pois ndo foram encontradas col6nias nas placas. Apenas em um dos ensaios
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com a manta de F18 em contato com P. aeruginosa, houve o crescimento de algumas células
viaveis apdés 24 horas, porém, como se observa na Tabela 2, o logaritmo desse valor é
minimo.

A Figura 12 apresenta os valores da reducdo logaritmica dos microrganismos

em contato com a manta de biovidro.

Figura 12 - Valor da atividade bactericida da manta de fibras do F18 sobre as diferentes cepas bacterianas,
seguindo o calculo estipulado pela norma JIS Z 2801:2010.
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Fonte: Campanini, 2015.

A Figura 12 mostra que a reducdo dos quatro microrganismos em contato com
a manta de F18 foi eficiente, ficando bem acima do limite (2,0) de atividade bactericida
determinado pela norma. No caso de P. aeruginosa, o desvio padrdo encontrado entre as
contagens realizadas nas amostras foi alto, pois em algumas das placas obtidas restaram
poucas col6nias ap6s 24 horas e em outras ndo foram observadas células viaveis. Mesmo com
o0 maior desvio, o F18 foi altamente bactericida contra esse microrganismo, atingindo um
valor minimo de reducéo de 5,7 logs.

As bactérias Gram-positivas e Gram-negativas também foram igualmente
sensiveis ao material nesse tempo de contato. A acao bactericida foi proxima de 100%, ja que
restou um namero minimo de colonias ao final do periodo de incubagdo do experimento.

O efeito bactericida de algumas composi¢oes de biovidro ja foi reconhecido em

determinados estudos. Hu et al. (2009) identificaram uma grande atividade antibacteriana do
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p6 do Bioglass® 45S5 contra S. aureus, S. epidermidis e E. coli. Concentracdes a partir de 50
mg do p6 do 45S5 colocados em 1 ml de suspenséo foram as mais eficientes para eliminacdo
dos microrganismos presentes e as particulas do pé utilizado desse estudo possuiam diametro
inferior a 50 um. Esse dado corrobora com a presente pesquisa, onde a concentracédo utilizada
de 50 mg de p6 F18 em cada ml da suspensdo do indculo apresentou alta atividade bactericida
durante a realizacdo dos ensaios baseados na norma JIS. A agdo das particulas de didmetro
médio de 49 um das particulas de F18 também concordaram os resultados obtidos por Hu et
al. (2009) com o 45S5.

Rivadeneira et al. (2013) também atingiram bons resultados de atividade
bactericida com particulas de 45S5 de diametro entre 5 a 100 um aplicadas na fabricacéo de
biocompdsitos contra S. aureus e S. epidermidis. A concentracdo utilizada foi menor do que a
estabelecida para a pesquisa em questdo com o F18, porém o pico da atividade se deu ap0ds 48
horas de incubacao, ou seja, o dobro do tempo estabelecido pela metodologia da norma JIS.

Martins et al. (2011) provaram a atividade bactericida do Biosilicato® em p6
com particulas de didmetro entre 0,1 e 20 um contra alguns microrganismos. Apesar da
confirmacdo de um amplo espectro de acdo, em duas dentre trés metodologias diferentes
testadas pelos autores, o microrganismo S. aureus resistiu aos testes e em uma delas,
também restaram coldnias de P. aeruginosa. Nesse ponto, os testes com F18 apresentaram
maior eficiéncia contra esses dois microrganismos apos as 24 horas de contato.

Os resultados descritos nos artigos citados acima concordam com o obtido nos
testes de atividade bactericida com pé e manta do F18. Porém, Bellantone et al. (2002)
mostraram a ineficacia bactericida de particulas maiores de 45S5 com diametro de 90 a 710
pum contra E. coli, S. aureus e P. aeruginosa. Da mesa forma, Gorriti et al. (2009)
demonstraram que ndo houve reducdo significativa de S. aureus a partir do contato com
scaffolds feitos a partir de 45S5, mesmo ap06s 24 horas de contato.

Com essas evidéncias € possivel perceber que particulas pequenas
(aproximadamente até 100 um) de pd de vidro bioativo possuem uma maior eficiéncia na
atividade bactericida, provavelmente pela maior superficie de contato com o meio em que
serdo inseridas. Além disso, o observado na presente pesquisa, pode levar a crer que dispersao
dessas particulas também interferem nessa atividade, sendo que a aglomeracdo do p6 pode
diminuir a eficécia.

Observa-se também que particulas grandes (maiores que 100 um) e scaffolds

de 45S5 ndo tiveram acdo antimicrobiana contra as bactérias testadas (Bellantone et al., 2002
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e Gorriti et al., 2009). Porém o F18 na forma de manta de fibras bioativas foi extremamente
eficiente na eliminagdo dos microrganismos selecionados para o presente trabalho. Nesse
caso, apesar de o F18 ndo estar em formato de particulas pequenas e sim de fibras, ele
apresentou uma acao tdo eficaz quanto a do po, provavelmente por ser mais soltvel no meio
em que é inserido do que as amostras dos materiais citados nesses outros trabalhos. Esse
resultado promove uma vantagem a esse novo biomaterial a partir da confirmacdo de sua
atividade bactericida mesmo em diferentes e maiores formatos.

Allan, Newman e Wilson (2000) demonstraram eficiente atividade bactericida,
proxima de 100%, do 45S5 apos trés horas de contato do p6 desse material com diferentes
microrganismos encontrados no ambiente bucal humano. No teste cinético realizado no
presente trabalho, este também foi o tempo necessario para a eficiéncia maxima do 45S5,
apesar das espécies bacterianas serem diferentes, colaborando com a credibilidade desse
ensaio.

O mecanismo exato de agdo dos vidros bioativos na eliminacdo de
microrganismos ainda esta sendo estudado. Um ponto comum que aparece nos trabalhos
citados acima € a observacdo do aumento do pH do meio ap6s o contato com o biovidro,
independente de sua composicao especifica. Hu et al. (2009) mostraram que o pH da
suspensdo com p6 de 45S5 apds uma hora de contato passou de 7,0 para 9,8. Segundo
Rivadeneira et al. (2013) o pH do meio que contém o p6 do Bioglass® aumenta com o
aumento do periodo de incubacdo da mistura. Também foi observado que ha correlacdo entre
0 aumento do pH e a efetividade contra S. aureus.

Stoor et al. (1998), em seu trabalho com o vidro bioativo S53P4, também
observaram o aumento do pH do meio que entra em contato com o material. Além disso,
afirmaram que ao entrar em contato com meio aquoso, o biovidro libera ions, principalmente
de célcio, fosforo e sodio. Esses ions, em especial os de sodio, alteram a pressdo osmotica do
meio em que as células bacterianas se encontram, sendo essa mudanca de pressdo
responsavel, também, por causar danos as células viaveis de microrganismos.

Segundo Stoor et al. (1998), a liberacdo dos ions que causam o aumento do pH
e da pressdo osmatica aumenta com uma maior superficie de contato entre as particulas do
biovidro e 0 meio no qual elas estdo inseridas. Essa observacéo justifica a ineficiéncia de
grandes particulas de vidro bioativo, ja que para uma mesma quantidade em peso de particulas

grandes e peguenas, 0 contato entre a superficie das pequenas com meio € bem maior.
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Além dos possiveis motivos da atividade antimicrobiana dos vidros bioativo
citados acima, Hu et al. (2009) ainda observaram em microscopio eletronico de transmissao
pequenas particulas de 45S5 em escala manométrica que estavam acopladas as particulas
maiores. Estas menores possuiam formato pontiagudo e, por meio de sua colisdo com células
bacterianas de E. coli, causaram dano fisico e morte celular da bactéria.

A partir dessas referéncias, pode-se observar que 0s principais mecanismos que
auxiliam na atividade bactericida dos biovidro séo: o aumento do pH, o aumento da pressédo
osmotica e dano fisico as células por particulas pontiagudas. Porém esses mecanismos serao
iniciados a partir do contato do material com um ambiente aquoso que permita a liberagéo de
ions a partir do vidro bioativo.

Apesar da observacdo de reducdo de alguns microrganismos nos estudos
citados, nota-se que a potencialidade do efeito bactericida é diferente dentre as diferentes
composigdes de biovidro existentes. Ao comparar-se a agdo do F18 com os resultados obtidos
nessas pesquisas, nota-se que esse novo material possui a vantagem de apresentar-se muito
eficiente, tanto na forma de pd quanto de fibras, apds o tempo de contato estipulado pela

norma testada.

5.2 CINETICA DE ATIVIDADE BACTERICIDA DO F18 E F18AG

Nos ensaios de avaliacdo da cinética de acdo bactericida do F18 e F18Ag em
comparagdo com o controle (silica), as amostras desses materiais na forma de pé foram
misturadas diretamente com o indculo preparado, diferente do que foi realizado seguindo a

norma JIS, onde o po era disperso em superficie para posterior adi¢do do indculo.

A viabilidade inicial do in6culo utilizado para ser misturado ao pé das amostras
foi de 5,59 logio UFC ml™. A seguir estdo apresentados os gréficos resultantes das analises

dos dados obtidos nos ensaios cinéticos.

A Figura 13 representa os valores de viabilidade celular de S. aureus
encontrados em cada tempo de plaqueamento de amostras da mistura da suspenséo bacteriana
e 50 mg de p6 de biovidro em comparacdo com o controle. As barras de erro em cada ponto

de anélise representam o desvio padrao entre valores obtidos.
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Figura 13 - Valores da viabilidade celular de S. aureus encontrados no decorrer de diferentes periodos de
contanto entre a suspensdo bacteriana e 50 mg de F18, F18Ag ou silica (controle).
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Fonte: Campanini, 2015.

De acordo com o demonstrado pelo gréfico acima, ap6s 24 horas de contato de
50 mg de pé de silica e 1 ml de suspensao bacteriana de S. aureus sob agitacdo em shaker, ndo
houve reducdo na viabilidade celular desses microrganismos. As particulas de silica, nesse
caso, nao influenciaram o crescimento dos microrganismos e o nimero de UFC se manteve

constante ao longo do tempo.

Ja o F18 apresentou uma reducdo de 2,65 logs ap6s 24 horas, sendo que a
viabilidade da bactéria passou de 5,59 para 2,94 logiy UFC ml™. Esse resultado apresenta
menor eficiéncia do que o encontrado nos ensaios que foram baseados na norma JIS Z
2801:2010 utilizando-se a mesma proporcao de biovidro para volume de inéculo, onde ap6s o
mesmo tempo de contato, praticamente ndo eram encontradas células de S. aureus nas
amostras.

O F18Ag foi o Unico material que possibilitou a reducdo total de
microrganismos apos 24 horas de contato, sendo que em 90 minutos, sua atividade bactericida
foi similar a acdo do F18 ap06s 24 horas. Apos 90 minutos de contato com o inéculo, o F18Ag
proporcionou uma acdo bactericida mais eficiente, chegando a zerar o nimero de UFC
encontrado nas placas feitas a partir das amostras coletadas em 24 horas. O F18Ag apresentou
reducdo de 5,59 logs na viabilidade celular do microrganismo.

A Figura 14 mostra o efeito bactericida de F18, F18Ag e Silica na proporgao

de 30 mg de pé para cada ml de indculo.
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Figura 14 - Valores da viabilidade celular de S. aureus encontrados no decorrer de diferentes periodos de

contanto entre a suspensdo bacteriana e 30 mg de F18, F18Ag ou silica (controle).
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Fonte: Campanini, 2015.

Na condicdo da mistura do in6culo com 30 mg silica, o resultado foi 0 mesmo
para o obtido no gréfico anterior. Ndo houve alteraces no nimero de UFC ml™ de S. aureus
no decorrer do tempo de contato. O F18 apresentou uma reducdo de 2,44 logs, j& que a
viabilidade celular passou de 5,59 para 3,15 logiy UFC ml™. Essa redugdo é proxima do
resultado que foi obtido quando colocou-se 50 mg desse p6 em contato com o inéculo inicial.
Ja a atividade bactericida do F18Ag foi afetada negativamente quando houve a diminuicao da
proporcdo do biovidro na suspensdo bacteriana. A redugdo maxima nessa condicédo testada de
3,9 log:g UFC ml™, como aponta a Figura 14.

Quando a quantidade em peso de p6é dos materiais foi reduzida ainda mais,
passando de 30 mg para 15 mg, os resultados obtidos de reducdo de microrganismos estdo

representados na Figura 15.
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Figura 15 - Valores da viabilidade celular de S. aureus encontrados no decorrer de diferentes periodos de
contanto entre a suspensdo bacteriana e 15 mg de F18, F18Ag ou silica (controle).
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Fonte: Campanini, 2015.

Na condicédo representada pela Figura 15, é possivel observar-se que a silica
utilizada como controle, também manteve constante a viabilidade celular do in6culo no
decorrer das 24 horas estabelecidas para o0 experimento.

Com a diminuicdo da concentracdo de F18 na mistura, obteve-se uma menor
reducdo bacteriana, sendo que a viabilidade celular dos microrganismos passou de 5,59 para
3,84, ou seja, reduzindo 1,74 log;o UFC ml™.

Para a condicdo de 15 mg de F18Ag para cada ml de inéculo, o valor de
reducdo foi de 4,74 logs, sendo um pouco maior do que a reducéo de 3,9 logy UFC ml*
apresentada por 30 mg desse mesmo pd. Porém, um ponto que deve ser observado nessa
condicdo experimental € que o desvio padrdo apresentado nas contagens das placas em 90 e
1440 minutos foi grande, dessa forma, ndo é possivel afirmar que a reducdo foi diferente
daquela obtida com 30 mg do indculo.

Na condicdo de menor peso (5 mg) de biovidro por ml de in6culo, foram

obtidos os resultados representados a seguir (Figura 16).
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Figura 16 - Valores da viabilidade celular de S. aureus encontrados no decorrer de diferentes periodos de
contanto entre a suspenséo bacteriana e 5 mg de F18, F18Ag ou silica (controle).
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Fonte: Campanini, 2015.

De acordo com o gréafico acima, pode-se observar que a silica utilizada como
controle provocou uma reducdo na viabilidade celular dos microrganismos ap6s 90 minutos e
24 horas de contato com a suspensao. A maxima reducédo foi de 1,8 log, sendo equivalente a
reducdo proporcionada pelo F18 nas mesmas condicdes. Esse resultado para a silica ndo foi
repetido em nenhum outro teste realizado nesse trabalho, sendo que a silica foi um bom
parametro como padrdo de comparacdo em todos 0s outros ensaios, portanto esse fato pode
ser atribuido a alguma interferéncia ao acaso que acarretou o erro experimental.

A quantidade de 5 mg de F18Ag apresentou uma reducao de 4,18 logs apés 24
horas de contato com o indculo, porém, como no caso anterior, 0 desvio padrdo obtido entre
as contagens das placas foi muito alto e ndo se pode afirmar que essa reducdo foi
significativamente maior ou menor do que os experimentos feitos com 30 mg e 15 mg desse
material.

A concentracdo de biovidro que apresentou melhores resultados de eliminagao
de microrganismos foi 50 mg de pd por ml de suspensdo bacteriana. Essa propor¢do 6tima
também foi a mesma utilizada nos ensaios realizados baseados na norma JIS, porém nestes
ensaios cinéticos, o F18 apresentou um desempenho bactericida inferior ao demonstrado nos
primeiros ensaios.

Para explicar essa diferenca de resultado buscou-se encontrar as principais
diferencas entre as metodologias dos dois experimentos. Nos corpos de prova utilizados para
a JIS, o po do biovidro foi disperso na superficie de placas de vidro inerte pelo método de
pulverizacédo, sendo que as particulas ficaram distribuidas sobre toda a superficie das placas,

possibilitando grande contato com a suspensdo. J& nos primeiros ensaios cinéticos, o pé do
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biovidro foi colocado em tubos de ensaios, sendo que foi observado que o material ficava, em
grande parte, depositado no fundo dos tubos. Além disso, nesse caso, 0s tubos também foram
incubados em shaker enquanto na metodologia JIS, as amostras eram incubadas estaticamente
em estufa. Para entender melhor essas diferentes condigdes, os resultados do experimento
seguinte, realizado em frascos que possuiam uma &rea de base maior (erlenmeyers) e
comparando-se a incubagdo com e sem agitacdo, puderam esclarecer algumas dessas questdes.

Com relacdo a adicdo de prata aos vidros bioativos, Clupper e Hench (2001)
observaram que esse composto ndo afetou a bioatividade do 45S5 e nédo interferiu no processo
de fabricagdo do biomaterial, sendo que esse elemento metalico pode ser considerado viavel
para ser utilizado em casos de alta necessidade bactericida.

Lohbauer et al. (2005) ndo identificaram efeitos negativos de uma composicao
prépria de biovidro dopado com prata sobre células epidérmicas humanas, demostrando mais
uma vez que esse material pode ser utilizado para finalidades médicas, como na cicatrizacdo
de feridas, sem prejuizo ao paciente.

Balamurugana et al. (2008) observaram que um determinado biovidro com
prata apresentou atividade bactericida eficiente apds 24 horas na propor¢do de 20 mg de
material para cada ml de indculo, porém nédo foi possivel afirmar que o nimero de celulas
bacterianas viaveis foi igual a zero. Os autores confirmaram também que esse mesmo
biovidro sem a adicdo de prata ndo possuia atividade bactericida. Esse fato demostra outra
vantagem conferida do F18, que ja possui alta eficiéncia bactericida em 24 horas e a adi¢do de
prata pode ser utilizada apenas para 0s casos que demandam maior urgéncia na eliminacéo de
microrganismos.

Pratten et al. ( 2004) utilizaram um biovidro contendo 2% de Ag,0 e na forma
de particulas menores que 38 um para recobrir linhas de sutura cirdrgica, e observaram que
apos trés horas de contato com S. epidermidis o numero da viabilidade celular do
microrganismo havia diminuido para, aproximadamente 4 logs. Porém, em comparacdo ao
F18Ag utilizado nesse trabalho, no mesmo periodo de tempo e com uma menor composi¢do
de prata, a eficiéncia do presente material foi maior, zerando as células viaveis no mesmo

periodo de tempo se utilizado na proporc¢do 6tima (50mg/ml de indculo).
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5.3 ANALISE DA CINETICA DA ATIVIDADE BACTERICIDA DO PO DO F18 E F18AG EM COMPARACAO AO

PADRAO BIOGLASS® 4555 EM CONDICAO DE INCUBACAO COM E SEM AGITACAQ

5.3.1 Incubacéo sob agitacdo durante 30 minutos

Ao analisar as amostras incubadas sob agitacdo constante em shaker e apos 30
minutos de contato entre os diferentes materiais e a suspensdo bacteriana, foi possivel
observar que houve reducdo estatisticamente significativa dos microrganismos em contato
com F18Ag e 45S5 em comparagao ao controle.

Os graficos obtidos a partir do teste estatistico representam os valores de
viabilidade celular encontrados nas contagens a partir de cada condicdo testada, e as barras
representam a média e o desvio padrdo de cada conjunto de dados. Os resultados detalhados
de cada comparacdo feita entre 0s grupos de cada material, assim como o valor da
probabilidade estatistica de haver diferenca entre eles ou ndo, representado pelo p-valor,
encontram-se no Apéndice A deste trabalho.

Ao observar-se a Figura 17, percebe-se que o F18Ag foi o material que
apresentou maior reducdo bacteriana, chegando a quase eliminar todas as células apds 30
minutos, porem ndo se pode afirmar estatisticamente que a eficiéncia de redugdo deste
biomaterial foi maior do que a do padrdo 45S5.

Ja o F18 ndo apresentou reducdo significativa quando comparado com SiO, e
nem quando comparada ao 45S5, porém sua eficiéncia bactericida foi menor do aquela
apresentada pelo F18Ag, fato que confirma a potencializacdo antimicrobiana conferida pela

prata.
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Figura 17 - Grafico de efeito da atividade bactericida dos diferentes materiais durante 30 minutos de contato
com a suspensdo bacteriana de S. aureus sob agitacdo.
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Cada figura geométrica representa um valor de contagem de col6nias (UFC ml™) obtido no contato de S. aureus
com os diferentes materiais. A maior barra horizontal apresentada em cada grupo de dados representa a média
das contagens e as barras horizontais mais externas representam o desvio padrao entre os valores.

Fonte: Campanini, 2015.

5.3.2 Incubacéao sob agitacdo durante uma hora

Apbds 60 minutos incubadas sob agitacdo, as amostras ndo apresentaram
diferencas muito acentuadas em relagdo ao tempo de 30 minutos. A reducdo bacteriana
proporcionada pelo F18 ainda ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle e
a0 45S5.

Apds uma hora, o F18Ag eliminou todas as células bacterianas viaveis em
todas as placas obtidas a partir das amostras, é possivel observar na Figura 18 que 0s seis
valores obtidos nessa condicdo sdo iguais a zero. Ainda assim, ndo é possivel afirmar que essa
reducdo foi significativamente diferente do que a proporcionada pelo 45S5, pois apesar do
padrdo ndo ter eliminado todas as células no tempo de 60 minutos, houve uma reducdo maior

do que em 30 minutos, o que aproximou sua atividade do F18Ag.
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Figura 18 - Grafico de efeito da atividade bactericida dos diferentes materiais durante uma hora de contato com
a suspensdo bacteriana de S. aureus sob agitacao.
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Cada figura geométrica representa um valor de contagem de colénias (UFC ml™) obtido no contato de S. aureus
com os diferentes materiais. A maior barra horizontal apresentada em cada grupo de dados representa a media
das contagens e as barras horizontais mais externas representam o desvio padrdo entre os valores.

Fonte: Campanini, 2015.

5.3.3 Incubacéo sob agitacao durante trés horas

O principal efeito bactericida que se observa apos trés horas de incubacéo das
amostras sob agitacdo é a continua reducdo no nimero de células viaveis pelo 45S5, tendendo
a zerar as colbnias, como aconteceu com F18Ag em uma hora. Porém, como citado
anteriormente, ndo é possivel afirmar que ha uma diferenca significativa na acdo desses dois
materiais. O F18, por sua vez, ainda ndo se diferenciou estatisticamente do controle, mas, de
acordo com o p-valor maior que 0,05 (Apéndice A), também ndo é possivel afirmar que sua
atividade apresenta diferenca com o 45S5. Em trés horas ainda ha diferenca entre a acdo do
F18Ag em relacdo ao F18, portanto ainda nesse tempo de contato a presenca da prata

aumentou a atividade bactericida.

48



Figura 19 - Grafico de efeito da atividade bactericida dos diferentes materiais durante trés horas de contato com
a suspensdo bacteriana de S. aureus sob agitacao.
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Cada figura geométrica representa um valor de contagem de colénias (UFC ml™) obtido no contato de S. aureus
com os diferentes materiais. A maior barra horizontal apresentada em cada grupo de dados representa a média
das contagens e as barras horizontais mais externas representam o desvio padrdo entre os valores.

Fonte: Campanini, 2015.

5.3.4 Incubacéo sob agitacdo durante seis horas

Apds seis horas sob agitacdo, a atividade bactericida do F18 ainda ndo pode ser
considerada diferente do que a do controle, porém como houve uma reducdo no namero de
células vidveis em comparacdo aos tempos anteriores, a atividade do F18 pode ser
considerada, neste ponto, similar aquela apresentada pelo F18Ag. Este fato indica que a prata
é importante para o aumento da eficiéncia bactericida nas primeiras horas de contato com os
microrganismos, porém a partir de um determinado ponto, possivelmente apds 6 horas, sua
presenca deixa de causar diferenca na acdo dos materiais. Neste tempo também ndo foram

mais encontradas col6nias nas contagens referentes ao contato com o 45S5 (Figura 20).
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Figura 20 - Gréfico de efeito da atividade bactericida dos diferentes materiais durante seis horas de contato com

a suspensdo bacteriana de S. aureus sob agitag&o.
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Cada figura geométrica representa um valor de contagem de colénias (UFC ml™) obtido no contato de S. aureus
com os diferentes materiais. A maior barra horizontal apresentada em cada grupo de dados representa a media
das contagens e as barras horizontais mais externas representam o desvio padrdo entre os valores.

Fonte: Campanini, 2015.

5.3.5 Incubacéo sob agitacdo durante 24 horas

Apds 24 horas de contato com a suspensdo bacteriana todos os materiais
testados, exceto o controle, ndo apresentaram diferenca de acdo bactericida entre si. N&o
foram encontradas colonias em nenhuma das placas obtidas a partir dessas amostras.
Possivelmente, apds seis horas de contato com 0s microrganismos sob agitacdo € que se inicia
a alta atividade antimicrobiana do F18, sendo possivel a eliminacdo das bactérias em 24 horas
e resultando em diferenca de acdo em relagdo ao controle (Figura 21). Essa evidéncia
corrobora com os resultados encontrados nos ensaios baseados na norma JIS Z 2801:2010,

onde ap0s 24 horas de contato entre o F18 e microrganismos, ndo havia mais células viaveis.
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Figura 21 - Grafico de efeito da atividade bactericida dos diferentes materiais durante 24 horas de contato com a
suspensdo bacteriana de S. aureus sob agitacéo.

Gréafico de efeitos - 24 horas com agitagéo
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Cada figura geométrica representa um valor de contagem de colénias (UFC ml™) obtido no contato de S. aureus
com os diferentes materiais. A maior barra horizontal apresentada em cada grupo de dados representa a média
das contagens e as barras horizontais mais externas representam o desvio padrdo entre os valores.

Fonte: Campanini, 2015.

5.3.6 Incubacéao estatica durante 30 minutos

Para as amostras que foram incubadas sem agitacdo e durante 30 minutos, 0s
resultados de acdo bactericida entre os materiais foram similares aqueles encontrados na
condicgéo de agitacdo para 0 mesmo tempo. O 45S5 e o0 F18Ag se diferenciaram do controle
pela reducdo bacteriana, porém o F18 ndo apresentou distincdo, se diferenciando apenas do
F18Ag, 0 que demonstra que a adicdo de prata foi responsavel por essa diferenca (Figura 22).
Apesar da reducdo causada pelo F18Ag ser aparentemente maior do que aquela causada pelo
45S5 (Figura 22), o teste estatistico demonstra que os valores ndo sdo significativamente
diferentes (Apéndice A).
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Figura 22 - Gréfico de efeito da atividade bactericida dos diferentes materiais durante 30 minutos de contato
com a suspensdo bacteriana de S. aureus sem agitacao.
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Cada figura geométrica representa um valor de contagem de colénias (UFC ml™) obtido no contato de S. aureus
com os diferentes materiais. A maior barra horizontal apresentada em cada grupo de dados representa a media
das contagens e as barras horizontais mais externas representam o desvio padrdo entre os valores.

Fonte: Campanini, 2015.

5.3.7 Incubacéao estatica durante uma hora

Os resultados também sdo similares ao apresentado na condigdo de agitagao.
Na incubacéo estatica ndo foram encontradas coldnias bacterianas nas placas obtidas a partir
do F18Ag (Figura 23), porém sua atividade ndo difere estatisticamente daquela apresentada

pelo 45S5. O F18 ndo apresentou reducdo significativa em comparacdo ao controle.
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Figura 23 - Grafico de efeito da atividade bactericida dos diferentes materiais durante uma hora de contato com
a suspensao bacteriana de S. aureus sem agitacéo.
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Cada figura geométrica representa um valor de contagem de colénias (UFC ml™) obtido no contato de S. aureus
com os diferentes materiais. A maior barra horizontal apresentada em cada grupo de dados representa a média
das contagens e as barras horizontais mais externas representam o desvio padrdo entre os valores.

Fonte: Campanini, 2015.

5.3.8 Incubacdo estatica durante trés horas

No contato estatico de trés horas entre microrganismos e os diferentes materiais, é
possivel observar que a diferenca de acdo bactericida entre F18 e F18Ag ja ndo é mais
significante. O 45S5, nesse tempo, eliminou todas as coldnias presentes nas placas, da mesma
forma que o F18Ag o fez em uma hora, apesar dessa diferenca, suas acOes ainda foram
consideradas similares, como demonstrado estatisticamente. A reducdo proporcionada pelo

F18 ainda néo se diferenciou do controle.
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Figura 24 - Grafico de efeito da atividade bactericida dos diferentes materiais durante trés horas de contato com
a suspensao bacteriana de S. aureus sem agitacéo.
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Cada figura geométrica representa um valor de contagem de colénias (UFC ml™) obtido no contato de S. aureus
com os diferentes materiais. A maior barra horizontal apresentada em cada grupo de dados representa a media
das contagens e as barras horizontais mais externas representam o desvio padrdo entre os valores.

Fonte: Campanini, 2015.

5.3.9 Incubacéo estatica durante seis horas

Neste ponto das analises sob incubacgdo estatica, as evidéncias de comparacao
entre as atividades bactericidas dos materiais sdo as mesmas do que no tempo anterior
(Figuras 24 e 25).

Figura 25 - Gréfico de efeito da atividade bactericida dos diferentes materiais durante seis horas de contato com
a suspensao bacteriana de S. aureus sem agitacéo.

Gréafico de efeitos - 6 hora sem agitacao
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Cada figura geométrica representa um valor de contagem de col6nias (UFC ml™) obtido no contato de S. aureus
com os diferentes materiais. A maior barra horizontal apresentada em cada grupo de dados representa a média
das contagens e as barras horizontais mais externas representam o desvio padrdo entre os valores.

Fonte: Campanini, 2015.
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5.3.10 Incubagéo estatica durante 24 horas

Ap0s 24 horas de incubacdo estatica, a atividade bactericida do F18, F18Ag e 45S5
foram iguais, sendo que todos os materiais eliminaram todas as coldnias bacterianas (Figura
26). Este resultado também esta de acordo com o observado nos ensaios baseados na norma
JIS Z 2801:2010 para o F18.

Dessa forma, é possivel inferir que a distribuicdo das particulas de biovidro pode
interferir na eficiéncia bactericida do pé em contato com a suspensdo bacteriana. De forma
que quanto mais dispersas e distribuidas as particulas estiverem maior sera a acdo bactericida
em 24 horas, como demonstrado pela metodologia JIS e pelo Gltimo ensaio cinético feito em
erlenmeyers. E quanto mais aglomeradas as particulas estiverem menor sera a agdo
bactericida em 24 horas, como demostrado pelo primeiro ensaio cinético onde o po

acumulava no fundo dos tubos de ensaio.

Figura 26 - Grafico de efeito da atividade bactericida dos diferentes materiais durante 24 horas de contato com a
suspensdo bacteriana de S. aureus sem agitacéo.

Grafico de efeitos - 24 hora sem agitacao
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Cada figura geométrica representa um valor de contagem de colénias (UFC ml™) obtido no contato de S. aureus
com os diferentes materiais. A maior barra horizontal apresentada em cada grupo de dados representa a meédia
das contagens e as barras horizontais mais externas representam o desvio padrdo entre os valores.

Fonte: Campanini, 2015.

5.3.11 Variacao na forma de incubacdo

A partir da aplicacdo do teste estatistico Mann-Whitney para comparar cada

grupo de materiais em tempos fixos, variando-se apenas a forma de incubacéo, foi possivel
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observar que ndo houve diferenca significativa nos resultados apresentados (p-valor > 0,05).
Apenas o material 45S5 no tempo de uma hora de incubacdo com agitacdo apresentou
reducdo bacteriana significativamente diferente da condi¢do de incubacao estatica (p-valor <
0,05), sendo que foi observada uma viabilidade celular razoavelmente maior nas amostras
incubadas em estufa do que naquelas incubadas em shaker.

Com base nas informagOes obtidas, pode-se perceber que, devido a ampla
possibilidade de manuseio para producdo de diferentes formas como descrito na revisao
bibliogréafica, o F18 pode apresentar um amplo campo de aplicacdo em locais e situacdes que
demandem de efeito bactericida e bioatividade. O p6 pode ser utilizado para recobrimento de
implantes, aplicacdo em cremes e pomadas, producdo de biocompdsitos, dentre outras
utilidades. Enquanto as fibras podem compor as mantas que podem ser usadas como curativos
e podem dar origem a diferentes formatos, auxiliando no desenvolvimento de produtos para
pesquisas no campo de engenharia tecidual.

Em casos de urgéncia na eliminagdo de microrganismos, o uso da prata aliado
ao F18 pode ser considerado como uma solucdo interessante, com base nos resultados de
reducdo bacteriana apresentados na presente pesquisa. Também é necessario ressaltar que a
avaliacdo dos efeitos ambientais causados pelo uso e producdo de materiais com prata é um
fator importante a ser levado em consideragdo no momento da decisdo pelo uso dessa
tecnologia. Diversos trabalhos demonstram preocupacdo com o tema e citam que diferentes
guantidades de prata podem ser transmitidas para 0 meio ambiente tanto na fase de producéo
quanto de utilizacdo dos produtos que contém esse metal, e que a acumulacdo de prata pode
levar a prejuizos ambientais (FABREGA et al., 2011; WIINHOVEN et al., 2009; JONES E
HOEK, 2010).

Para a expansdo dos conhecimentos sobre as propriedades desse biomaterial,
devem ser realizadas novas pesquisas em busca da identificacdo das alteracGes provocadas

pelo biovidro F18 na célula bacteriana e no contato com as células humanas.
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6 Concluséao

A partir dos resultados obtidos com a realizag&o dos experimentos baseados na
norma JIS Z 2801:2010 com o pd e manta de fibras do biovidro F18, pode-se afirmar que esse
material apresentou uma eficiente atividade bactericida contra S. aureus, S. epidermidis, E.
coli e P. aeruginosa, eliminando as células viaveis ap0s o tempo de contato de 24 horas.
Ambas as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas foram igualmente sensiveis ao contato
de 24 horas com o F18, tanto na forma de p6 quanto de manta.

Por meio da comparacdo dos dois ensaios cineticos realizados, nota-se que a
dispersdo e a distribuicdo das particulas de biovidro parecem interferir na eficiéncia da
atividade bactericida do material, sendo que quanto mais distribuidas e dispersas as particulas
estiverem, portanto, menos aglomeradas, maior sera a reducgdo bacteriana.

Observa-se que a eliminacdo de células bacterianas viaveis pelo F18Ag, inicia-
se rapidamente, logos nos primeiros 30 minutos de contato. Porém, com o conjunto de dados
apresentado pelo estudo, ndo se pode afirmar que a acdo bactericida desse material difere
significativamente daquela proporcionada pelo 45S5 em um mesmo periodo de tempo.

Por outro lado, de acordo com o teste estatistico aplicado, a atividade
bactericida do F18 também ndo pode ser considerada significativa diferente do 45S5, sendo
que este primeiro material apresenta a vantagem de confeccdo de fibras, o que nao é possivel
com o0 45S5, por exemplo, fato que aumenta as possibilidades de aplicacdes do F18.

Portanto, apesar de existir diferenca significativa de acdo bactericida entre o
F18 e F18Ag, ambos ndo possuem essa diferenca em comparacdo ao 45S5 que é o padrao
atual do mercado, ou seja, sdo igualmente eficientes ao padréo nas condicGes estipuladas.

A adicdo de prata ao F18 aumentou a atividade bactericida desse material,
sendo que o efeito desse ion metalico foi eficiente na eliminacdo de microrganismos logo nos
primeiros tempos de contato, porém apds trés horas, ambos 0s materiais desempenharam a
mesma acgdo. E possivel concluir também, de acordo com o ultimo ensaio cinético, que a
atividade bactericida do F18 inicia-se apds seis horas de contato com os microrganismos. A
forma de incubacdo das misturas formadas por biovidro e suspenséo bacteriana ao longo do

tempo ndo influenciou significativamente a a¢cdo dos materiais.
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APENDICE A - COMPARACOES MULTIPLAS ENTRE OS MATERIAIS AVALIADOS
NO ENSAIO DE CINETICA DE ATIVIDADE BACTERICIDA

Tabela I — Comparacéo entre a atividade bactericida dos materiais testados ap6s 30 minutos de contato com a
suspensdo bacteriana de S. aureus em incubacdo sob agitacao.

Comparagdes Multiplas

(Teste de Dunn) p-valor Significativo?
45S5 vs. SiO; 0,0166 Sim
F18Ag vs. SiO, < 0,0001 Sim
F18 vs. SiO, 0,8080 Né&o
F18Ag vs. 45S5 0,8080 Né&o
F18 vs. 4555 0,8080 Né&o
F18 vs. F18Ag 0,0166 Sim

Fonte: Campanini, 2015.

Tabela Il — Comparacéo entre a atividade bactericida dos materiais testados ap6s 60 minutos de contato com a
suspensdo bacteriana de S. aureus em incubagdo sob agitagéo.

Comparacdes Multiplas

(Teste de Dunn) p-valor Significativo?
45S5 vs. SiO; 0,0098 Sim
F18Ag vs. SiO, <0,0001 Sim
F18 vs. SiO, 0,7832 Né&o
F18Ag vs. 45S5 > 0,9999 Né&o
F18 vs. 45S5 0,6085 Né&o
F18 vs. F18Ag 0,0225 Sim

Fonte: Campanini, 2015.

Tabela 111 — Comparagdo entre a atividade bactericida dos materiais testados apés trés horas de contato com a
suspensdo bacteriana de S. aureus em incubac&o sob agitacdo.

Comparagdes Multiplas

(Teste de Dunn) p-valor Significativo?
45S5 vs. SiO, 0,0064 Sim
F18Ag vs. SiO; 0,0001 Sim
F18 vs. SiO, 0,7847 Néo
F18Ag vs. 45S5 > 0,9999 Né&o
F18 vs. 45S5 0,4676 Né&o
F18 vs. F18Ag 0,0336 Sim

Fonte: Campanini, 2015.
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Tabela IV — Comparacdo entre a atividade bactericida dos materiais testados ap0s seis horas de contato com a
suspensdo bacteriana de S. aureus em incubagdo sob agitagéo.
Comparacdes Multiplas

(Teste de Dunn) p-valor Significativo?
45S5 vs. SiO, 0,0004 Sim
F18Ag vs. SiO, 0,0004 Sim
F18 vs. SiO; 0,6786 Né&o
F18Ag vs. 45S5 > 0,9999 Né&o
F18 vs. 4555 0,1048 Né&o
F18 vs. F18Ag 0,1048 Né&o

Fonte: Campanini, 2015.

Tabela V — Comparagdo entre a atividade bactericida dos materiais testados ap6s 24 horas de contato com a
suspensdo bacteriana de S. aureus em incubagdo sob agitagéo.

Comparacdes Multiplas

(Teste de Dunn) p-valor Significativo?
45S5 vs. SiO; 0,0005 Sim
F18Ag vs. SiO, 0,0005 Sim
F18 vs. SiO, 0,0005 Sim
F18Ag vs. 45S5 > 0,9999 Né&o
F18 vs. 45S5 >0,9999 Né&o
F18 vs. F18Ag > 0,9999 N&o

Fonte: Campanini, 2015.

Tabela VI — Comparagdo entre a atividade bactericida dos materiais testados ap6s 30 minutos de contato com a
suspensdo bacteriana de S. aureus em incubacdo sem agitacéo.

Comparacdes Multiplas

(Teste de Dunn) p-valor Significativo?
45S5 vs. SiO; 0,0157 Sim
F18Ag vs. SiO, <0,0001 Sim
F18 vs. SiO, 0,7938 Né&o
F18Ag vs. 45S5 0,7938 Né&o
F18 vs. 45S5 0,7938 Né&o
F18 vs. F18Ag 0,0157 Sim

Fonte: Campanini, 2015.

Tabela VII — Comparacgdo entre a atividade bactericida dos materiais testados apds 60 minutos de contato com a
suspensdo bacteriana de S. aureus em incubacdo sem agitacéo.

Comparacdes Multiplas

(Teste de Dunn) p-valor Significativo?
45S5 vs. SiO; 0,0157 Sim
F18Ag vs. SiO, <0,0001 Sim
F18 vs. SiO, 0,7948 Né&o
F18Ag vs. 4555 0,7948 N&o
F18 vs. 4555 0,7948 Né&o
F18 vs. F18Ag 0,0157 Sim

Fonte: Campanini, 2015.
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Tabela VIII — Comparacgéo entre a atividade bactericida dos materiais testados apds trés horas de contato com a
suspensdo bacteriana de S. aureus em incubacdo sem agitagéo.

Comparacdes Multiplas

(Teste de Dunn) p-valor Significativo?
45S5 vs. SiO; 0,0004 Sim
F18Ag vs. SiO, 0,0004 Sim
F18 vs. SiO; 0,6594 Néo
F18Ag vs. 4555 >0,9999 Né&o
F18 vs. 45S5 0,0989 Né&o
F18 vs. F18Ag 0,0989 N&o

Fonte: Campanini, 2015.

Tabela IX — Comparacédo entre a atividade bactericida dos materiais testados ap0s seis horas de contato com a
suspensdo bacteriana de S. aureus em incubacdo sem agitagéo.

Comparacdes Multiplas

(Teste de Dunn) p-valor Significativo?
45S5 vs. SiO; 0,0004 Sim
F18Ag vs. SiO, 0,0004 Sim
F18 vs. SiO, 0,6786 Né&o
F18Ag vs. 45S5 > 0,9999 Né&o
F18 vs. 45S5 0,1048 Né&o
F18 vs. F18Ag 0,1048 Né&o

Fonte: Campanini, 2015.

Tabela X — Comparagdo entre a atividade bactericida dos materiais testados ap6s 24 horas de contato com a
suspensdo bacteriana de S. aureus em incubacdo sem agitacéo.

Comparacdes Multiplas

(Teste de Dunn) p-valor Significativo?
45S5 vs. SiO; 0,0005 Sim
F18Ag vs. SiO, 0,0005 Sim
F18 vs. SiO, 0,0005 Sim
F18Ag vs. 45S5 > 0,9999 Né&o
F18 vs. 45S5 > 0,9999 Né&o
F18 vs. F18Ag > 0,9999 N&o

Fonte: Campanini, 2015.
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