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RESUMO

Mascaras de protecdo facial atuam como primeira linha de defesa contra
patbgenos existentes e que podem surgir com o passar do tempo, sendo sua
importancia comprovada durante a recente pandemia de COVID-19. E de fundamental
importancia o desenvolvimento e validagdo de materiais funcionais para aplicacao
nestes equipamentos que contribuem diretamente na reducéo do inéculo de agentes
bacterianos e virais e consequentemente, na atenuacdo dos sintomas de inUmeras
doencas. Desenvolveu-se neste trabalho um dispositivo de teste inovador para
avaliacdo de tecidos de forma dindmica, que permite andlise de respirabilidade,
avaliacao de lixiviacdo de filmes, simulacéo de inoculacdo de bactérias e virus através
de aerossois e simulacdo de respiracdo de um usuario. Também foi possivel avaliar
as propriedades morfoldgicas, fisico-quimicas e de desempenho biolégico de um
tecido nao tecido (TNT) de polipropileno (CsHe)n revestido com filme de cobre (Cu).
Foram depositadas diferentes concentracdes de Cu pelo processo de magnetron
sputtering. Pelas técnicas de microscopia eletrénica de varredura (MEV/FEG) e de
espectroscopia de dispersdo em energia (EDS) observou-se que o filme de Cu foi
depositado de forma uniforme e, que a concentracdo é proporcional ao tempo de
exposicao ao alvo de deposicdo. Avaliou-se a atividade citotéxica do compasito obtido
pelo método indireto de MTT frente aos fibroblastos de camundongo L929, para os
quais, as amostras com baixa concentracdo de Cu ndo apresentaram efeito citotoxico.
Uma vez que a concentracdo de Cu aumentou quatro vezes mais do que o menor
tempo de exposicdo, as amostras mantiveram a viabilidade celular em niveis
aceitaveis. Avaliou-se a atividade antimicrobiana do compdsito obtido pelo
procedimento AATCC TM 147 e pela técnica de resazurina para as cepas Escherichia
coli AATCC 25922 e Staphylococcus aureus AATCC 25923, para as quais, observou-
se atividade antimicrobiana significativa para as espécies com concentracdes
elevadas de Cu. Por meio do dispositivo de teste construido, concluiu-se que: o
coeficiente de permeabilidade do TNT equivale a 71,4 Pa.cm e nédo ha lixiviacdo do
Cu depositado do TNT. Também foi analisada a atividade antibacteriana do tecido
com a concentracdo maxima de Cu frente a cepa E. coli em condi¢cBes dinamicas. A
condi¢cdo dindmica adotada para o teste consiste em: pulsos alternados de pressao e
alivio gerados pelo equipamento conduzem o aerossol bacteriano através do tecido
em teste, simulando a inoculagao por um usuario.

Palavras-chave: Avaliacdo dinamica de tecidos funcionais. Deposicao de cobre em
nao tecidos. Citotoxicidade. Atividade antimicrobiana. Dispositivo simulador de
respiragao.



ABSTRACT

Protective face masks act as the first defense line against pathogens that
already exist and those that may emerge over the time, their importance has been
proven during the recent COVID-19 pandemic. The development and validation of
functional materials for application in these equipment is very important, since they
contribute directly to the bacterial and viral inoculum reduction, consequently, in the
symptoms attenuation of numerous diseases. An innovative test equipment for
dynamically evaluating fabrics was developed in this work, which allows breathability
analysis, film leaching evaluation, bacteria and viruses inoculation simulation through
aerosols and simulation of a user's breathing. It was also possible to evaluate the
morphological, physical-chemical and biological performance properties of a
polypropylene (CsHs)n nonwoven fabric coated with copper (Cu) film. Different
concentrations of Cu were deposited by the magnetron sputtering process. By
scanning electron microscopy (SEM/FEG) and energy dispersion spectroscopy (EDS)
techniques, it was observed that the Cu film was uniformly deposited, and the
concentration is directly proportional to the target exposure time. It was possible to
evaluate the cytotoxic activity of the obtained composite by the MTT indirect method
using the L929 mouse fibroblasts, which showed no cytotoxic effects at low Cu
concentration. Once Cu concentration increased in a fold of four times higher than the
lower exposition time, samples maintained cell viability at acceptable levels. The
antimicrobial activity of the obtained composite was evaluated by AATCC TM 147
procedure and by the resazurin technique for strains Escherichia coli AATCC 25922
and Staphylococcus aureus AATCC 25923, for which, results of expressive
antimicrobial activity were obtained for samples with high Cu concentrations. Through
the fabricated test equipment, it was concluded that: the TNT permeability coefficient
is equivalent to 71,4 Pa.cm and there is no leaching of the deposited Cu film of the
nonwoven. It was possible to evaluate the antimicrobial activity of the nonwoven with
the maximum Cu concentration against the E. coli bacteria under dynamic conditions.
The dynamic condition adopted for the test consists of: alternating pulses of pressure
and relief generated by the test equipment conduct the bacterial aerosol through the
nonwoven fabric under test, simulating the inoculation by a user.

Keywords: Dynamic functional fabric evaluation. Copper deposition on non-woven
fabric. Cytotoxicity. Antimicrobial activity. Breathing simulator device.
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1 INTRODUGAO

O coronavirus SARS-CoV-2 causador da doenca COVID-19 surgiu no final de
2019, na China, e se espalhou pelo mundo provocando um grande problema de saude
global, devido ao seu elevado potencial de contagio, e capacidade de provocar
infeccbes graves do trato respiratorio em humanos. Os sintomas provocados pela
doenca podem ser leves como febre, tosse seca, fadiga, falta de ar, calafrios, dor de
garganta, dores musculares, perda de olfato e dores de cabeca, ou mais graves,
podendo o individuo infectado apresentar danos permanentes ao pulméo, pneumonia,
desoxigenacdo sanguinea e ocasionalmente, a morte [1]. Juntamente com a
Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS) e a Sindrome Respiratéria do Oriente
Médio (MERS), esse é o terceiro tipo de coronavirus humano patogénico que surgiu
nas duas ultimas décadas [2, 3].

O aparecimento de patdogenos com capacidade de propagacéo elevada torna
necessario o desenvolvimento de materiais funcionais para fabricacdo de mascaras
faciais com propriedades otimizadas, que apresentam bons resultados como
mecanismo auxiliar de combate a pandemia de COVID-19 [4], reduzindo a inoculacao
do SARS-CoV-2, e, consequentemente, a gravidade dos sintomas [5 - 7].

Os tecidos empregados para fabricacdo de mascaras devem atender requisitos
minimos referentes a capacidade de filtracdo e respirabilidade conforme normas ja
estabelecidas, dentre as principais estdo: NIOSH [8], ABNT NBR 15052 [9], BS EN
14683 [10], ASTM D737 [11], ISO 9237 [12], ASTM F2299 [13], ASTM F2101 [14],
entre outras. Diferentes técnicas podem ser empregadas para otimizacdo de
propriedades de filtracéo e neutralizacdo de microrganismos em tecidos empregados
para fabricacdo de mascaras faciais, como: revestimentos ou modificacdo de
superficies [15 - 20] e multicamadas [17, 21, 22]. O surgimento de tecidos projetados
torna necessario a elaboracdo de novos procedimentos de teste, que possam avaliar
equipamentos de protecdo individual altamente funcionais de forma dinamica,
aproximando condi¢des reais de uso [23].

O desempenho de mascaras faciais pode ser otimizado pela utilizacdo de
revestimentos metéalicos que possuem propriedades antivirais e antibacterianas [24,
25]. Cobre e prata (Ag), por exemplo, vém sendo utilizados ao longo de varios séculos
para desinfeccdo de solidos, liquidos e tecidos devido a suas propriedades
antimicrobianas e antivirais [26 - 28]. Comparando-se o0 cobre com a prata por
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exemplo, sua utilizacdo torna-se mais vantajosa em aplicacbes onde procura-se
caracteristicas de toxicidade frente aos agentes bacterianos e virais, aliado ao baixo
custo em relacdo aos demais. A utilizacdo de Cu vem sendo registrada desde periodos
A.C. para purificacdo de dgua pelos Gregos (400 A.C.), para producao de whisky em
vasos de Cu pelos Celtas (800 D.C. até os dias atuais), para prevencao de disenteria
por soldados japoneses na Segunda Guerra Mundial por meio da utilizacdo de
pedacos de liga de Cu em seus cantis, dentre outros [18]. Por ser um material de
elevada versatilidade, o Cu é utilizado como purificador de agua, fungicida, virucida,
antibacteriano, antiincrustante, algicida e nematicida [18, 28 - 30]. Devido a elevada
susceptibilidade de uma grande variedade de microrganismos em superficies ricas em
Cu, sua utilizacdo vem se expandindo para diversas areas, inclusive na desativacao
e diminuicdo da carga viral do coronavirus SARS-CoV-2 em superficies, conforme
comprovado por estudos recentes [31, 32].

E possivel explorar as propriedades antibacterianas e antivirais do Cu aplicadas
a mascaras de protecdo individual, de forma a aumentar sua eficiéncia como
mecanismo auxiliar de combate a diversos agentes nocivos a saude existentes e que
podem surgir com o passar dos anos. O tema do presente estudo trata sobre o
desenvolvimento de um tecido projetado, que consiste em um material compasito,
fabricado a partir de um TNT de polipropileno (CsHs)n revestido com filme de Cu para
obtencdo de material com propriedades antivirais e antibacterianas. Apresenta-se a
completa caracterizacdo morfolégica, fisico-quimica e de desempenho biolégico em
relacdo a propriedades citotdxicas e antimicrobianas.

Desenvolve-se um equipamento inovador para teste de tecidos funcionais em
condicdes dindmicas que simula a respiracdo de um usudrio. O mesmo foi projetado
e construido com base em um sistema normativo de referéncia para avaliacdo de

eficiéncia de tecidos empregados na fabricacdo de méascaras faciais.
1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver um tecido projetado a partir de um TNT de polipropileno revestido
com Cu, buscando propriedades antivirais e antibacterianas. Desenvolver um

dispositivo simulador de respiracdo para avaliacdo dindmica de tecidos e membranas.
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1.1.2 Objetivos Especificos

A fim de atingir o objetivo geral deste trabalho, define-se os objetivos

especificos:

a)

b)

f)

9)

Obter concentragdes distintas de Cu em diferentes amostras, a fim de
verificar a composicdo Otima para desempenho de atividade
antimicrobiana;

Realizar caracterizacdo morfologica e fisico-quimica completa dos
tecidos obtidos;

Executar ensaios bioldgicos de viabilidade celular frente a linhagem
celular de fibroblastos L929 e atividade antimicrobiana;

Desenvolver um dispositivo simulador de respiragao;

Realizar teste de respirabilidade do tecido projetado no dispositivo
simulador de respiracdo para obtencdo de coeficiente de
permeabilidade;

Avaliar a lixiviagdo do filme de Cu depositado no tecido por meio do
dispositivo simulador de respiracédo pelo periodo maximo de utilizacao
conforme normas vigentes;

Ensaiar o tecido projetado no dispositivo simulador de respiracdo para

avaliacao de atividade antimicrobiana de forma dinamica.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

Neste capitulo apresenta-se a fundamentacdo tedrica necessaria para o

desenvolvimento do trabalho.
2.1 Coronavirus Sars-Cov-2

Sabe-se que a transmissdo do SARS-CoV-2 acontece principalmente por meio
de goticulas provenientes de tosse ou espirros de pacientes contaminados,
assintomaticos ou pré-sintométicos. Também pode acontecer pelo contato das maos
com superficies contaminadas e posterior contato com as membranas mucosas do
nariz, olhos e boca [3, 33, 34]. Dentre os principais sintomas da infeccdo de COVID-
19 provocada pelo SARS-CoV-2 estéo, febre, tosse seca, fadiga, falta de ar, calafrios,
dor de garganta, dores musculares, perda de olfato e dores de cabeca [1].

O SARS-CoV-2 é um virus envelopado com RNA de fita simples pertencente
ao género betacoronavirus e a familia coronaviridae [35], com genoma de
aproximadamente 30.000 nucleotideos, que, por sua vez, carregam informacdes de 3
classes de proteinas: ppla e pplab, que sdo clivadas em outras 16 proteinas nao
estruturais necessarias para a sintese do RNA viral (e outras fungdes); quatro
proteinas estruturais, a glicoproteina da espicula (proteina S), proteinas de envelope
(E), proteina de membrana (M) e proteinas do nucleocapsideo (N), que sao
fundamentais para a entrada e desenvolvimento do virus nas células do hospedeiro,
e outras nove proteinas auxiliares que sdo responsaveis por neutralizar a resposta
imunolégica do hospedeiro durante a infeccdo [36 - 39], a Figura 1 ilustra sua
morfologia basica de forma resumida. A entrada do virus é a primeira e mais
importante etapa do ciclo de vida do virus, que é executado pela proteina S, que
reconhece o receptor da célula hospedeira e age de forma a garantir a fusdo da
membrana e posterior liberacdo do genoma viral no citoplasma da célula hospedeira
[39, 40].

Além do seu mecanismo de entrada e neutralizacdo da resposta imunologica
do hospedeiro [36 - 39], seu elevado grau de risco e contaminacao também pode ser
associado a capacidade de preservar sua carga viral por periodos prolongados em
superficies inanimadas como alguns metais, vidro, tecidos e polimeros variados por

até 9 dias [3]. Referéncias de pesquisa da estabilidade do virus evidenciam um nivel
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detectavel de carga viral ainda infecciosa em mascaras cirdrgicas descartaveis no 7°

dia ap6s o contato com 0 mesmo [1].

Proteinas de Proteinas do nucleocapsideo (N)

membrana (N)

Proteina do envelope (E)

RNA

Glicoproteina da espicula (S)

Figura 1 - Estrutura do SARS-CoV-2. Adaptado de “Morphology, Genome Organization,
Replication, and Pathogenesis of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-
CoV-2)” [41].

2.1.1 Desativacéo e contencéo do Sars-Cov-2

Apenas 1 mL de secre¢bes de um paciente contaminado pode possuir até 108
cOpias ativas do virus [42], tornando-se de fundamental importancia a desinfeccao de
superficies que estdo constantemente em contato com um elevado numero de
pessoas a fim de diminuir a carga viral remanescente nas mesmas. Agentes
desinfetantes que contém hipoclorito de sodio, peréxido de hidrogénio e etanol sédo
eficientes na desativacdo do SARS-CoV-2 com poucos minutos de exposicao [1, 3,
43]. Alguns estudos também comprovam a eficiéncia da radiacéo ultravioleta para
desativacdo do novo coronavirus [44], etc.

Dados publicados demonstram que, além das goticulas, 0 SARS-CoV-2 pode
ser transmitido por aerossois a partir de pessoas contaminadas. Desta forma, a OMS

recomenda a lavagem constante das maos e distanciamento social minimo de 6 pés,
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ou 1,8 m [45], porém evidéncias sugerem que essa distancia nao é suficientemente
eficiente em ambientes internos onde aerossois podem permanecer no ar por horas e
seguir fluxos de ar por distancias maiores que 6 pés [46]. Assim, também é
recomendada a utilizacdo de mascaras faciais para protecao individual, que fornecem
uma barreira fundamental, reduzindo a carga viral exalada no ar em caso de
contaminacgao, especialmente em pessoas assintomaticas e com sintomas leves [47],

conforme representado na Figura 2.

Mascaras reduzem a transmissio pelo ar

Particulas de aerossois infecciosas podem ser liberadas durante a
respirag¢do e a fala por individuos infectados assintomaticos. Nenhum
mascaramento maximiza exposi¢do, enquanto 0 mascaramento universal
resulta em menor exposiggo.

Tamanho de ) | ? T I
particula (um) 100 10 1 01

Infectado, assintoméatico Saudével

Maxima

exposi¢do

Minima
exposi¢do

Figura 2 - Mascaras reduzem a transmissao aérea de particulas infecciosas que podem ser
liberadas durante a respiracdo e fala por individuos infectados assintomaticos. Nenhum
mascaramento maximiza a exposicdo, enquanto mascaramento universal resulta em menor
exposicdo. Adaptado de “Reducing transmission of SARS-CoV-2" [45].

As mascaras faciais diminuem significativamente a concentragéo viral no ar e
protegem os individuos nao infectados dos aerosséis do SARS-CoV-2, sendo

importante sua utilizacdo em ambientes fechados que podem acumular altas
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concentracfes do virus como restaurantes, hospitais, escritorios e outros lugares com

ventilacdo reduzida [45, 47].

2.2 Tecidos funcionais

Desde o comeco da pandemia de COVID-19, muitas empresas e grupos de
pesquisa focaram no projeto e fabricacdo de mascaras faciais personalizadas,
empregando uma gama de materiais para otimizacao de suas funcionalidades. Essas
mascaras sdo projetadas de forma a aprimorar propriedades como: capacidade de
filtracdo, respirabilidade, conferir propriedades antibacterianas e/ou antivirais,
resisténcia mecanica para resistir a lavagens e utilizacdo multipla, secagem rapida e,
até mesmo, mascaras ecologicamente corretas [48]. A seguir, apresenta-se alguns
exemplos, que destacam o avanco técnico neste campo de pesquisa.

Uma equipe da Universidade Politécnica de Hong Kong desenvolveu uma
mascara reutilizavel que possui grafeno na superficie, capaz de se auto esteriliza. O
revestimento de grafeno em TNT gera uma superficie super hidrofébica, fazendo com
que as goticulas aquosas que transportam virus e bactérias sejam repelidas. A
temperatura na superficie da mascara de grafeno pode atingir temperaturas préximas
a 80 °C sob iluminacao solar, tornando-se reutilizavel apds a esterilizacao fototérmica.
Este revestimento também foi combinado com nanoparticulas de Ag, podendo exercer
nao apenas descontaminacao fototérmica, mas também propriedades antibacterianas
e/ou antivirais conferidos pela Ag [17, 48 - 50].

Diversos centros de pesquisa buscaram combinar propriedades de tecidos
altamente hidrofobicos, capazes de repelir as particulas agquosas que transportam
bactérias e virus [48] com nanomateriais, como por exemplo, nanoparticulas de cobre
[18], prata [51 - 53], titAnio/niquel [54], oxido de zinco [55], oxido/carboneto de
tungsténio [56], peroxido de magnésio [53], e suas combinacgdes, que sédo capazes de
conferir propriedades antibacterianas e antivirais a membranas e tecidos utilizados na
fabricacdo de méascaras faciais.

Em um estudo publicado, incorporou-se Microban® (composto baseado em Ag)
e Viroksan® (monoperoxiftalato de magnésio) a um TNT de PP de forma a conferir
propriedades antibacterianas. O Microban® e o Viroksan® foram incorporados as
fibras do TNT durante o processo de formacao das fibras para garantir uma boa

distribuicdo. Conforme resultados apresentados pelo estudo, houve reducdo completa
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da E. coli utilizada ap0s 4 horas de teste com concentracdo de 1,0 % de Microban®
m/m. Em complemento, com Viroksan® em concentracdo de 0,86% m/m houve
completa inativacédo logo apés a inoculagédo do agente no tecido testado [53].

Patentes concedidas apresentam um material antiviral baseado em 6xido de
tungsténio. O mesmo foi aplicado em forma de filme e combinado com fibras para
utilizacdo em mascaras faciais. Os resultados apresentados apontam para inativacao
dos virus Influenza A, subtipo HON2 e da Influenza aviaria A H5N1 com R de 2 ou
mais. Sendo R =log C - log A, onde C € o titulo viral TCID obtido apés irradiar uma
amostra ndo processada com luz visivel por 24 h, e A é o titulo viral TCID50 obtido
apos tratamento com a microparticulas de 6xido de tungsténio e irradiagcdo com luz
visivel por 24 h [56].

Sabe-se que 0 SARS-CoV-2 possui um curto periodo de viabilidade quando
exposto ao metal Cu e a superficies com recobrimentos de Cu, que rapidamente oxida
em oxido cuprico (CuO) ou cuproso (Cu20) [31, 32]. O revestimento do poliuretano
com 6xido cuproso (Cu20 / Pu) demonstra comprovada eficiéncia na redugéo da carga
viral do SARS-CoV-2, apresentando queda na contagem viral de 99,9% com 1 h de

exposicao [31].

2.2.1 Cobre e suas ligas

Virus e bactérias ndo apresentam mecanismos de defesa eficientes capazes
de tolerar a exposicdo continua a ions metélicos, tornando-os muito suscetiveis aos
ions de cobre, [18, 29]. A desativacao por ions de Cu de alguns tipos de virus, como
os envolvidos na bronquite infecciosa [57], poliovirus [58], virus Junin [59], virus
simples da herpes [59], virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) [60], virus da
influenza A [61] e outros virus de DNA ou RNA de fita simples ou dupla, envelopados
ou néo ja foi observada [18, 29]. Estudos recentes comprovam a rapida inativacao de
alguns tipos de coronavirus, como o Coronavirus 229E em superficies ricas em cobre
(>70%) ou ligas de cobre-zinco [62].

Para os seres humanos, o cobre é considerado seguro em periodos de
exposicdo prolongada conforme comprovado pelo uso continuo de dispositivos
intrauterinos (DIUs) por mulheres , que sdo fabricados em cobre [63, 64]. O risco de
reacOes adversas devido ao contato da pele com cobre é considerado extremamente

baixo, e pode ser considerado um elemento essencial para a saude, envolvido em
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varios processos fisioldgicos e metabdlicos humanos [29, 65], o National Academy of
Sciences Committee (NAS) dos EUA estabelece uma dose diaria recomendada de 0,9
mg de cobre para adultos normais (homens e mulheres) em uma dieta regular [66],

considerando-o um elemento fundamental para saude.
2.2.2 Mecanismos de toxicidade do cobre

Os metais vém sendo utilizados como agentes antimicrobianos e antivirais
desde a antiguidade, porém, seus principios de funcionamento permanecem pouco
compreendidos na maior parte da historia. Estudos recentes demonstram que 0s
metais possuem meios distintos de exercer sua toxicidade frente aos agentes virais e
bacterianos, os principais efeitos biocidas sdo desencadeados por estresse oxidativo,
disfuncdo de proteinas e mais recentemente, visualizou-se o efeito zumbi [24, 67, 68].

Uma importante caracteristica dos metais é sua capacidade de participar das
reacoes redox, desenvolvendo a tendéncia de adquirir elétrons de uma espécie
guimica doadora de elétrons [67]. Os metais redox com potencial ativo podem atuar
como cofatores cataliticos em uma ampla gama de enzimas celulares gerando
espécies reativas de oxigénio (EROs). As EROs geradas tém a capacidade de induzir
estresse oxidativo celular, podendo levar a necrose, apoptose ou autofagia celular

[69], conforme representado pela Figura 3.

EROs & ‘s @m;g ; EROs
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Figura 3 - A concentracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) pode induzir autofagia,
apoptose e necrose nas células. Adaptado de “Antioxidants Maintain Cellular Redox
Homeostasis by Elimination of Reactive Oxygen Species” [70].
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A toxicidade induzida pelo cobre é baseada na formacdo de EROs a partir de
ions livres de Cu. Os oxidos cuprico (CuO) e cuproso (Cu20), na presenca de
superéxidos ou de outros agentes redutores sofrem reducéo, o Cu*? pode ser reduzido
a Cu* que serve como catalisador para formacao de radicais de hidroxila (OH") a partir
do perdxido de hidrogénio (H202) via reagcbes de Haber-Weiss [71]. A hidroxila & o
radical oxidante mais poderoso que reage com praticamente todas as moléculas
biolégicas, caso seja produzida em uma superficie metélica proxima ao DNA
microbiano, pode gerar modifica¢des das bases purinicas e pirimidinicas ocasionando
mutacdes ou até a inativacdo do DNA, pode também danificar enzimas, proteinas e
lipidios das membranas celulares [72].

Outro mecanismo importante que desencadeia a atividade biocida dos metais
é a disfuncdo de proteinas celulares. Os ions metélicos em geral possuem a
capacidade de se ligar a a&tomos doadores de elétrons como: O, N e S, por meio de
interacOes fortes e seletivas [67]. Esses ions metalicos externos e seus compostos
podem vir a substituir os metais originais presentes em agentes microbianos, levando
a disfuncéo celular [73] pelo fenbmeno de mimetismo iénico ou mimetismo molecular,
dependendo do composto ou elemento metalico envolvido [24]. Os ions de Cu*?tem
a capacidade de formar compostos organicos com grupos funcionais contendo O, N e
S que pode resultar em defeitos de estrutura conformacional de acidos nucleicos e
proteinas, além de alteragdes na fosforilacdo oxidativa e equilibrio osmotico [24, 67].

Estudos recentes descrevem um novo mecanismo de toxicidade conhecido
como “efeito zumbi” induzido por materiais metalicos, pelo qual bactérias mortas pela
exposicao aos ions metalicos tém a capacidade de contaminar uma populacdo ainda
ativa do mesmo agente. Esse efeito pode ser descrito em duas etapas, primeiramente,
as espécies metalicas ndo sao desativadas (consumidas) pelo mecanismo de morte
por eles provocado, continuando ativos na bactéria morta e podendo apresentar seu
efeito biocida de forma repetida. Em segundo lugar, as bactérias mortas servem como
um “reservatério” para liberagdo dos ions metalicos letais para acéo posterior contra

outras bactérias vivas [68].

2.2.3 Impregnacao de cobre em tecidos

A implantacdo de Cu em tecidos varia conforme a origem e métodos

empregados para fabricagdo do mesmo. Pode-se utilizar como material base tecidos
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naturais ou sintéticos, tecidos ou ndo tecidos. Em relacdo a implantacdo ou
impregnacdo de metais em tecidos, variam conforme a sua origem, podendo ser
adicionados como carga em sua matriz (sintéticos), deposi¢do eletroquimica,
revestimentos, banhos, etc.

A producdo de um tecido projetado revestido, com propriedades
antimicrobianas e antivirais pode se dar por deposic¢ao eletroquimica, um exemplo de
processo pode ser desenvolvido basicamente em duas etapas. A primeira consiste na
ativacdo do tecido pela nucleacdo de um metal nobre catalitico que pode ser
desenvolvida expondo-se o tecido a uma solucdo oxidante catalitica de baixo
potencial. Posteriormente realiza-se a impregnacao de cations de um metal nobre,
preferencialmente o Pd*2 em uma solucéo de cloreto de paladio (PdCl2). A segunda
etapa consiste na reducdo dos cations metalicos a serem implantados em local
préximo a superficie do tecido ativado, a reducdo é catalisada pelo metal nobre.
Exemplos dos cations implantados em tecidos por esse método sdo, Cu*?, Ag*t, Zn*?
e Ni*2 [74]. Outro processo passivel de aplicacéo é desenvolvido via imerséo do tecido
em uma solucao quimica com elevada concentracdo do composto ou elemento a ser
implantado, posteriormente o compdsito deve passar por processo de limpeza e
acabamento [75].

Outras formas de obtencédo de materiais com revestimentos antibacterianos e
antivirais se dao via deposicao fisica vapor por magnetron sputtering ou ion plating,
ou por modificacdo da superficie via plasma immersion ion implantation [76]. Esses
processos sao mais atrativos em comparacdo aos de deposicao eletroquimica pois
nao liberam agentes nocivos ao ambiente que precisam de tratamento posterior.
Desta forma, torna-se interessante a implantacdo de Cu via processos de PVD a fim
de explorar suas propriedades antibacterianas e antivirais [77, 78].

2.3 Consideragdes para elaboracdo de mascaras faciais

Os tecidos empregados para confeccdo de mascaras faciais devem ser
testados conforme padrdes ja estabelecidos, a fim de garantir a seguranca dos seus
usuarios e a eficiéncia do material utilizado para sua confeccdo. Como principal
caracteristica, as mascaras de cobertura facial ndo devem impedir a respiracdo do
usuario, para evitar a sensacao de sufocamento. Para sua fabricacéo, deve-se avaliar

o tecido ou o conjunto de tecidos quanto a sua resisténcia a respiracao e eficiéncia de
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filtracdo, usando-se de métodos de teste ja estabelecidos. Dentre os testes principais,
pode-se destacar o padrdo estabelecido pela NIOSH, para avaliacdo da eficiéncia de
filtracdo e a queda de pressdo de materiais naturais ou sintéticos utilizados para
fabricacdo de méscaras, medindo-se a resisténcia a inalacdo, exalacao e a eficiéncia
de filtracdo [79, 80]. Pode-se também utilizar os padrbes estabelecidos pela ABNT
NBR 15052 com vazdo de 100 L.mint [9], EN 14683, com diferenca maxima de
pressdo admissivel de 36,7 Pa.cm? [10], ASTM D737 com vazdo minima de ar de
1,14 L.mint.cm [11] ou a ISO 9237 com vazédo minima de 0,91 L.min"t.cm= [12].

O tecido empregado para fabricacdo da mascara deve possuir boa resisténcia
de forma a garantir sua eficiéncia de filtracdo durante o tempo de uso. Recomenda-se
que, caso sejam mascaras reutilizaveis, as lavagens sejam feitas mecanicamente e
ndo manualmente, desta forma, diminui-se a probabilidade de possiveis
contaminacgdes. Deve-se realizar o teste de eficiéncia de filtra¢do do tecido empregado
conforme padrédo estabelecido pela NIOSH, ASTM F2299 [13], ASTM 2101 [14] ou
NBR 15052 [9], que deve indicar se 0 mesmo é adequado ou n&o para confecgéo da
mascara facial [79, 80]. Outro possivel teste para validacao da eficiéncia de filtracdo
pode ser desenvolvido por meio de microscopia para medicdo dos poros a fim de

determinar a capacidade de filtracéo.

2.3.1 Selecéao de tecidos para mascaras faciais

Para particulas transportadas pelo ar, incluindo aerossais virais como 0 SARS-
CoV-2, o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) recomenda o uso de
mascaras faciais com filtro N95 como protecao respiratéria. A designacdo N95 FFR é
determinada pelo NIOSH e indica uma eficiéncia de filtracdo de 95% para tamanhos
de particula 0,022 - 0,259 uym (didametro médio de contagem de 0,075 + 0,02 ym), e
como 0s aerossois virais sdo maiores do que o préprio virus ~ 0,120 ym, espera-se
gue os respiradores N95 fornecam protecdo adequada [19, 81 - 83].

Os tecidos selecionados para fabricagdo de méscaras faciais devem possuir
eficiéncia de filtragdo adequada para que sejam eficientes contra o aerossol e as
goticulas que contenham o SARS-CoV-2, desta forma pode-se garantir que a filtracdo
retenha boa parte da carga viral. Estudos comparativos demonstram tecidos de
polipropileno, nylon, algoddo e poliéster com eficiéncia relativamente satisfatoria.

Porém, quando comparados diversos estudos, encontram-se diferencas
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consideraveis entre as medidas de eficiéncia de filtracdo e de queda de presséao entre
0S materiais, essa disparidade entre os dados provém de diferencas na
instrumentacao, método de teste e origem do material selecionado [19].

O TNT apresenta maior eficiéncia quando comparado aos tecidos de outros
materiais como algoddo, poliéster e nylon, tornando-se uma boa opcdo para
confeccado de mascaras faciais [19]. A estrutura do TNT é fibrosa e pode ser ordenada
ou desordenada, sendo constituida de uma manta ou de fibras permitindo a
diminuicdo da porosidade e aumentando a eficiéncia de filtracdo quando comparados
aos demais materiais [20]. Pode ser fabricado a partir dos processos de spun-bonding
(SB) e melt-blowing (MB) [84], sendo o diametro das fibras obtidas pelo processo SB
maiores do que as do MB, estas s&o utilizadas normalmente como suporte mecanico
para outras camadas. Ja as fibras obtidas pelo processo MB tém maior area de
superficie por massa (m?.g1) guando comparas as obtidas por SB, o que Ihes confere
um papel importante na filtracdo de particulas. Além do elevado empacotamento das
fibras obtidas pelo processo MB, um campo eletrostatico é aplicado durante o
processo de fabricacao, que induz cargas nas fibras do TNT. Este campo fornece as
fibras MB cargas dipolo em sua superficie, otimizando sua eficiéncia de filtracéo [85],
[86]. Comumente, o TNT de PP é um material utilizado na camada filtrante em
mascaras faciais N95 devido as suas propriedades [87], sendo que a densidade de
empacotamento e a carga eletrostatica induzida no processo de fabricacédo
determinam sua eficiéncia de filtragao [85].

2.4 Mascaras faciais para reducéo da inoculacéo do Sars-Cov-2

Observa-se que o SARS-CoV-2 pode provocar diferentes graus de severidade
de sintomas conforme o paciente e a carga viral inoculada, podendo variar de uma
completa auséncia de sintomas até pneumonia, sindrome respiratoria aguda e morte
em alguns casos [5]. Dados epidemiol6gicos publicados sugerem a hipétese de que a
utilizagcdo de mascaras faciais proporciona a reducdo da gravidade dos sintomas
provocados pelo virus, sendo esta conjectura valida a partir da teorizacdo de longa
data da patogénese viral, de que a gravidade dos sintomas da doenca é proporcional
a inoculagdo do virus recebida, quanto maior a quantidade, mais graves Sdo 0s

sintomas [5, 6].
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Se a inoculacdo determina a severidade da infeccdo provocada pelo SARS-
CoV-2, a utilizacdo de mascaras contribui diretamente na reducéo do indculo do virus
e, consequentemente, na atenuacdo do quadro clinico do paciente infectado,
aumentando o nimero de pessoas com sintomas leves ou assintométicas. O CDC
estimou que a taxa de infec¢cdes assintomaticas € de aproximadamente 40% em julho
de 2020, mas em lugares com a definicdo para utilizacdo de mascaras para o
populacdo em geral, a taxa de infec¢Bes assintomaticas é superior a 80%, gerando-
se evidéncias observacionais para esta hipotese [5, 7], o que vem a diminuir a
mortalidade e a taxa de novas infeccfes provocadas pelo virus.

Se as mascaras sao capazes de filtrar o aerossol e as goticulas que contém o
virus ativo mantendo-o na superficie do tecido, torna-se possivel a utilizacdo de
materiais compositos contendo metais como cobre ou prata, que possuem
propriedades antivirais capazes de diminuir a carga viral ativa em superficies
inanimadas [31, 67], como as mascaras, 0 que pode vir a reduzir a contagem viral
ativa em sua superficie, e por consequéncia, diminuir inoculacéo do virus a um nivel

minimo, contribuindo diretamente na atenuagdo dos sintomas.

2.5 Engenharia de superficies

Os processos de modificacdo de superficie e de regibes préximas sao
aplicados em materiais de engenharia com o intuito de alterar suas propriedades
superficiais, podendo melhora-las quanto a resisténcia a corrosao, desgaste, abrasao,
propriedades O&pticas, elétricas, revestimentos protetivos, revestimentos biocidas,
antivirais, entre outros [88, 89].

Os processos aplicados envolvem principios de modificacdo da estrutura de
superficie do material ou de deposicédo de um filme fino (revestimento) no substrato ja
existente [88]. Entende-se por substrato o material que se deseja revestir e alvo o
material que deve servir de fonte para os atomos de deposi¢céo durante o processo de
deposicao de filme.

Tipicamente os meétodos utilizados para deposicdo de filmes finos sao:
deposicéao fisica de vapor (PVD), deposicao quimica de vapor (CVD) e a deposicao
por solvente quimico incluindo deposi¢ao por sol - gel [90].

As principais categorias utilizadas para o processo de PVD consistem em:

evaporacao termal, deposicdo via magnetron sputtering e ion plating [88, 90]. O
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processamento via PVD é desenvolvido em ambientes de vacuo ou plasma de um
determinado gas, que pode ser inerte ou reativo, variando conforme o que objetiva-se
depositar, compostos, ligas ou elementos. Os ambientes de vacuo séo utilizados para
garantir que nao haja contaminacdo gasosa do substrato, as faixas de pressao
utilizadas usualmente variam de alto vacuo (10 mbar) até vacuo muito alto (10°
mbar) [88, 91].

De forma geral, para entender todos os processos de PVD, pode-se dividi-los
em trés etapas, que sao: criagdo de uma fase de vapor do material alvo, tipicamente
por sputtering ou evaporacao térmica, transporte do vapor gerado para o substrato e
a nucleacéo e crescimento do filme a partir da condensacéo do vapor formado [89].
Pode-se observar a Figura 4, que representa o esquema basico de deposicao de filme
via PVD.

Camara de vacuo

Entrada J
de gas Substrato
 — "~ Filme
- Particulas ® o e .
: .: o Fonte de
. oo
.. ; . o p— poténcia
; . ® °
Sputtering °° -
Thermal ° S
evaporation ® °9° :,
Plasma spray
Ton gun Alvo .
Sistema
de vacuo

Figura 4 - Deposicdo de filme via PVD. Adaptado de “On the Physical Vapour Deposition
(PVD): Evolution of Magnetron Sputtering Processes for Industrial Applications” [92].

2.5.1 Magnetron Sputtering

O processo de sputtering pode ser aplicado em configuragcdes de corrente
continua (CC), corrente alternada (CA), sputtering de radio frequéncia (RF) e

magnetron sputtering, sendo o ultimo mais amplamente utilizado na industria [88, 93].
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O magnetron sputtering consiste na deposicao de particulas a partir de um alvo
pelo processo de deposicao fisica de vapor [88]. A forma mais comum de magnetron
sputtering € baseada em plasma, onde o estado de algum gas (inerte ou reativo) esta
presente, e 0s ions do mesmo séo acelerados até o alvo que deve estar em potencial
elétrico negativo em relacdo ao plasma. Em baixas pressdes os ions chegam a
superficie do alvo com certa energia, provida pela diferenca de potencial entre a
superficie e o ponto onde o ion é formado. Em pressGes maiores, 0s ions sofrem
colisBes fisicas podendo mudar de carga e sofrer aquecimento, criando assim um
espectro de energia dos ions que bombardeiam a superficie do alvo e aquecendo sua
superficie. Quanto maior o potencial elétrico aplicado ao plasma, maior a energia com
que os ions bombardeiam a superficie do alvo. Os ions carregados, ao colidirem com
a superficie do alvo, por transferéncia de momento, sdo capazes de quebrar as
ligacbes superficiais do material, fazendo com que atomos sejam ejetados da
superficie [88 - 90]. A fim de aumentar a eficiéncia do processo, adota-se magnetos
com o intuito de gerar um campo eletromagnético paralelo a superficie do alvo,
fazendo com que os elétrons ejetados se desloquem em trajetoria perpendicular ao
campo e a superficie do alvo, em direcdo a superficie do substrato, tornando o alvo
de deposicdo muito mais eficiente em comparagcédo a processos tradicionais como o
sputtering [93].

Em sistemas baseados em vacuo, o feixe de ions ou plasma é gerado em uma
fonte de ionizacdo separada, que € acelerada e transferida a uma camara que esta
em condicdes de vacuo. Neste processo a energia de bombardeamento é geralmente

maior gue nos sistemas baseados em plasma [88].

2.5.2 lon plating

O processo de ion plating ou ion assisted deposition (deposicéo assistida por
feixe de ions) utiliza uma fonte de ions externa que é direcionada a superficie do
substrato durante o processo de deposicao de filme. A fonte do material do filme a ser
depositado pode ser obtido por processo de sputtering, evaporacao termal, arco
catddico, vapor quimico, evaporacao a laser e gases reativos [88, 93].

O processo de ion plating pode ser desenvolvido em ambiente de vacuo ou
plasma de um gas. No processo baseado em plasma, o substrato com potencial

elétrico negativo em contato com um plasma recebe ions acelerados e carregados
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positivamente, a fonte do material de deposicdo normalmente € obtida por evaporacéo
termal no interior da camara [88]. Nos processos desenvolvidos a partir de um sistema
de vacuo, a fonte do material de deposi¢cdo e a fonte os ions energéticos para
bombardeio podem ser separados, a fonte de ions energéticos provém tipicamente de
um canhéao de ions ou plasma e, a fonte de material de deposicéo € obtida a partir de
algum dos processos supracitados [88, 93].

O bombardeio por ions energéticos durante o processo de deposi¢cdo pode
afetar as propriedades do filme formado de diferentes formas. Inicialmente, a
superficie do substrato pode ser limpa (limpeza in situ) pela pulverizacdo e
posteriormente ativada na camara de deposicéo, durante o estagio de nucleacao do
filme, o bombardeio pode aumentar os pontos de nucleacao por difusédo, fazendo com
que o filme cresca de forma uniforme em diferentes pontos, durante a formacao do
filme, adiciona energia térmica a superficie do substrato, também podendo inserir
defeitos na rede cristalina da superficie, jA na etapa de crescimento de filme, pode

adicionar energia térmica a superficie do substrato [88].

2.6 Ensaios de viabilidade celular e citotoxicidade

Os ensaios de viabilidade desempenham um papel muito importante no estudo
de culturas celulares. Sdo amplamente empregados para verificacdo de
comportamento, ou rea¢des provocadas por agentes externos na saude celular de
uma amostra. Servem como bom indicador de viabilidade celular, uma vez que, ao
final dos testes pode-se verificar quantas células viaveis restaram e quantas estao
mortas [94, 95]. Pode-se classificar os ensaios de viabilidade celular de acordo com o
tipo de reacdo sofrida pelas células, tais como, exclusdo de corante, ensaios
calorimétricos, ensaios fluorimétricos e ensaios luminescentes [95].

O meétodo de ensaio realizado por meio da exclusdo de corante baseia-se no
principio de que células viaveis excluem o corante reagente proprio para o ensaio, e
células mortas ndo. Pode-se destacar os seguintes reagentes para esse tipo de
ensaio: Azul Tripan, Vermelho Neutro, Eritrosina B, etc. [95].

Os ensaios calorimétricos sdo desenvolvidos avaliando-se um marcador
bioquimico para mensurar a atividade metabdlica das células. Os reagentes utilizados

apresentam mudanca de cor conforme a viabilidade celular, que pode ser mensurada
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via espectrofotdbmetro, podendo-se avaliar também a citotoxicidade de materiais.
Pode-se destacar o ensaio MTT, MTS, XTT e LDH dentre os mais utilizados [95, 96].

Pode-se destacar outro mecanismo para avaliacdo de viabilidade celular, que
utiliza fluorescéncia para analise de marcadores celulares como o ensaio de
alamarBlue, lodeto de Propideo, SYTO™ 9 e 0 5-CFDA, AM. Para a performance do
teste deve-se utilizar microscépios de fluorescéncia, flourimetros, citbmetros de fluxo,
etc. [95].

Outro principio importante para analise de viabilidade celular explora as
caracteristica luminescentes obtidas a partir de reagentes expostos a culturas
celulares para medicdo de viabilidade e citotoxicidade, como exemplo pode-se

destacar o ensaio de ATP que avalia a principal fonte de energia celular [95, 97].
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3 METODOLOGIA

Neste capitulo é apresentada a metodologia empregada para obtencéo de um
tecido projetado (compdsito) fabricado a partir de um TNT de polipropileno revestido
com filme de Cu para obtencdo de material com propriedades antivirais e
antibacterianas. Apresenta-se todos 0s ensaios adotados para caracterizacao
morfologica, fisico-quimica e de desempenho. Expde-se os métodos adotados para
projeto e fabricacdo do dispositivo simulador de respiracao para avaliagdo dinamica
do tecido obtido.

De forma a facilitar o entendimento do roteiro e das técnicas adotadas, pode-
se observar a Figura 5 que apresenta um diagrama macro da metodologia adotada

neste trabalho.

Obtengdo das amostras
[ < Revestimento por 1

Caracterizacdo morfolégica e MR SPuRREnE
fisico-quimica

Ensaios biolégicos

- -

MEV/FEG Citotoxicidade
! | ensaio MTT

[ Ensaios dindamicos I

EDS I AATCC TM 147
v v v
| o Lixiviagdo uso Atividade antimicrobiana |
Quantificagdo de Respifsbllidads continuo dindmica
Cu

Resazurina

Figura 5 - Diagrama macro de metodologia adotada.

3.1 Preparacao do tecido

As amostras para o processo de PVD foram obtidas a partir de um TNT de
polipropileno hidrofobico (CsHs)n, de gramatura 148 g.m=2 (doado pela empresa Non
Woven Plastic de Cachoeirinha - RS) conforme certificado do tecido apresentado na
Figura 29 do Anexo A. As amostras foram cortadas em sec¢ao quadrada de 100 mm X
100 mm para deposi¢cdo de Cu no equipamento de magnetron sputtering. Apds o
processo de PVD, as amostras foram novamente cortadas em sec¢ao circular de 28
mm de diametro (diametro Gtil de 25 mm) para que possam ser testadas conforme

metodologia definida.




34

3.2 Deposicao de cobre via magnetron sputtering

As amostras de TNT de polipropileno foram submetidas ao processo de PVD
via magnetron sputtering no Laboratorio de Engenharia de Superficies e Tratamentos
Térmicos | (LESTT 1) da UCS para deposicao do filme de cobre. Os parametros a
serem controlados no processo consistem em: pressao de base, pressao de trabalho,
vazao de gas na camara, poténcia elétrica, temperatura de processo e tempo de
exposicao ao alvo de cobre.

A fim de obter diferentes concentragdes de cobre no substrato, manteve-se
constante todos os parametros de processo, com excecao do tempo de exposi¢ao ao
alvo de cobre. Com o estudo de bibliografias de referéncia, verificou-se que as
concentracdes de cobre utilizadas em revestimentos para obtencéo de propriedades
antivirais e antibacterianas crescentes variam entre 2 e 10% em peso [18, 31, 76, 77,
98].

As amostras foram inseridas separadamente no equipamento de magnetron
sputtering com 24 h de antecedéncia ao processo de revestimento para formacao de
vacuo. Como fonte para o material de deposicédo, utilizou-se um alvo com 99,95% de
Cu. Os parametros adotados para o processo foram definidos conforme segue:
pressdo de base 1,3 x 10°® mbar, vazdo de gas argbnio (pureza de 99,9992%) na
camara de 9 SCCM, presséo de trabalho 5,0 x 10 mbar e a poténcia elétrica utilizada
de 50 W. Para obter diferentes concentra¢gdes de Cu no tecido, variou-se o tempo de
exposi¢cdo conforme definido na Tabela 1. Sooo corresponde a amostra de controle,

sem deposicéo de cobre.

Identificacdo da Tempo de exposicéo
amostra (s)
Sooo 0
So30 30
Sos0 60
S120 120
S240 240
Sas0 480
So60 960

Tabela 1 - Identificacdo das amostras revestidas via magnetron sputtering de acordo com o
tempo de exposicdo ao alvo de Cu.
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3.3 Caracterizacao do substrato e revestimento

Apresenta-se neste subcapitulo a caracterizacdo adotada para verificacdo das

propriedades morfologicas e fisico-quimicas do material (substrato e revestimento).

3.3.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV/FEG)

Para verificacdo da morfologia das amostras de polipropileno/cobre obtidas
bem como das amostras de controle quanto a macroestrutura das fibras do substrato
e do filme nelas depositado, utilizou-se da técnica de microscopia eletrénica de
varredura por meio do microscopio eletrénico de varredura por emissdo de campo
(MEV/FEG) TESCAN, Mira 3, do Laboratério Central de Microscopia (LCMIC) da UCS.

3.3.2 Espectroscopia de dispersdo em energia (EDS)

Junto ao ensaio de microscopia MEV/FEG realizou-se a andlise quimica
elementar qualitativa e de distribuicdo elementar das amostras utilizando-se a

espectroscopia de dispersdo em energia (EDS) do LCMIC.

3.3.3 Determinacado da concentracao de Cu

Para mensurar a quantidade de cobre depositada nas amostras, avaliou-se a
diferenca de massa das mesmas antes e depois do processo de deposicéo do filme.
O procedimento de pesagem foi executado utilizando-se de uma balanca de preciséo
SHIMADZU modelo AUW220D. Para o processo foram adotados os seguintes passos:
As amostras foram cortadas conforme definido no item 3.2 e mantidas no dessecador
por 24 h para remocdo da umidade residual, apés a secagem, as amostras foram
pesadas e submetidas ao processo de magnetron sputtering para deposi¢cao de Cu.
Apés a deposicdo, as amostras foram pesadas novamente, registrando-se a diferenca
de massa antes e depois do processo de deposi¢cdo, assim obtendo a quantidade de
Cu depositada.

Mantendo-se os parametros do processo de magnetron sputtering constantes,
a taxa de deposicéo é constante ao longo do tempo [88 - 90], assim para determinar

a quantidade de cobre depositada, somente as amostras Sozo, S240 € Seeo foram
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submetidas ao procedimento de pesagem para obtencdo da taxa de deposicdo. A

concentragéo de Cu das amostras Soso, S120 € Saso foi determinada matematicamente.

3.4 Ensaios biologicos

Diferentes ensaios bioldgicos foram realizados para avaliar a eficiéncia do
tecido projetado, dentre eles estdo: citotoxicidade e viabilidade utilizando fibroblastos
de camundongo L929, avaliacdo de atividade antimicrobiana frente aos agentes
Escherichia coli AATCC 25922 do grupo gram-negativo e Staphylococcus aureus
AATCC 25923 do grupo gram-positivo.

3.4.1 Processo de esterilizacéo

O processo de esterilizacdo adotado para todas as amostras utilizadas nesta
secao foi a esterilizac&o por vapor em autoclave (30 mina 121 °C e 110 kPa) conforme
procedimento padrao de Diretriz para Desinfeccao e Esterilizagdo em Instalacdes de
Saude do CDC [99].

Para verificacdo da integridade morfolégica do tecido projetado apos o
processo de esterilizacdo, utilizou-se da técnica de microscopia eletronica de
varredura por meio do microscopio eletrénico de varredura por emissdo de campo
(MEV/FEG) TESCAN, Mira 3, do Laboratério Central de Microscopia (LCMIC) da UCS.

3.4.2 Anélise de citotoxicidade e viabilidade celular com fibroblastos L929

Para determinar a citotoxicidade das amostras do tecido projetado, foram
aplicados métodos padronizados de acordo com a ISO 10993-05 [100] e ISO 10993-
12 [101] utilizando-se fibroblastos de camundongo L929. As amostras de tecido
utilizadas neste ensaio foram respectivamente: Sooo (controle), Sozo, S240 € Seso.

Para obter uma solucdo de extracédo, o meio de cultura DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de penicilina/estreptomicina (PS) foi
colocado em contato com as amostras: Sooo, Soso, Sz240, € Sgeo durante 24 h a
temperatura de 37°C e atmosfera de 5% de COa.

A citotoxicidade foi avaliada por meio do método indireto MTT (brometo de 3-

4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). Este ensaio baseia-se na redugcdo do MTT
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pela enzima mitocondrial desidrogenase de células viaveis, resultando na formacéao
de cristais insoluveis de formazan, processo que nao € desenvolvido por células néo
viaveis [94 - 96].

As células L929 foram plaqueadas em densidade de 5 x 10* células.mL em
100 pL de meio de cultura DMEM suplementado com 10% FBS e 1% de PS. Apoés 24
h, tratou-se as células com a solucdo de extracado por 24h. Para comparacdo, no
controle negativo utilizou-se meio de cultura DMEM suplementado com 10% de FBS
e 1% de PS e para o controle positivo utilizou-se de DMSO (dimetilsulféxido) 5% a
temperatura de 37°C e 5% de CO2. Ap0s o periodo de tratamento, o0 meio foi removido
e 1 mg.mL de MTT foi adicionado aos pocos. As placas foram incubadas a 37°C pelo
periodo de 2 h em atmosfera. Em seguida, a solucdo de MTT foi retirada e os cristais
de formazan foram dissolvidos em 100 pL de DMSO. A leitura dos resultados foi
realizada no equipamento Espectra Max m2¢, Molecular Devices e os resultados foram
registrados em percentual de viabilidade. A absorbancia do controle negativo
apresentou 100% de viabilidade e os valores das células tratadas foram calculados a
partir do controle. As alteracdes de viabilidade foram registradas ap6s o periodo de
24 h.

Para analise da adesdo e morfologia, as células L929 foram plaqueadas em
densidade 1 x 10° células.mL"! diretamente sob a superficie das amostras de tecido
por 24 h. Apés, as células foram fixadas com 3% de glutaraldeido em PBS (v/v) por
15 min com subsequente desidratacdo com 30, 50, 70, 90 e 100% de etanol (v/v) por

10 min. O material foi mantido em dessecador até a analise por MEV/FEG.

3.4.3 Avaliacéo de atividade antimicrobiana pelo procedimento AATCC TM147

A metodologia adotada para avaliacdo da atividade antimicrobiana do tecido
projetado foi baseada nos procedimentos estabelecidos pelas nhormas NCCLS/CLSI
M7 [102] e AATCC TM147 [103] que estdo aptas a mensurar de forma qualitativa, a
susceptibilidade de agentes bacterianos em suspensao expostas ao mesmo.

Os testes foram executados utilizando amostras do tecido projetado de PP/Cu
com diferentes concentragdes de Cu, dentre elas, a amostra com maior tempo de
exposicao S0, @ com menor tempo de exposicao Soso € 0 tecido de controle Sooo.

Para preparacdo da cultura, as cepas de S. aureus AATCC 25923 e E. coli

AATCC 25922 foram descongeladas e cultivadas em meio de cultura PBS liquido e



38

incubado por 24 h a 37 °C. Posteriormente, as bactérias foram transferidas para placas
de petri contendo meio TSB solido 2% e, incubadas novamente nas mesmas
condigoes.

Como primeiro procedimento para avaliagdo de atividade antimicrobiana,
utilizou-se procedimento padronizado AATCC TM147 [103] conforme segue: foram
cultivadas 3 col6nias dos respectivos agentes bacterianos (E. coli e S. aureus) em
meio de cultura TSB liquido, que foram incubados a temperatura de 37 °C overnight.
Para realizagdo do ensaio, 1 mL do pré inoculo foi transferido para 9 mL de solug&o
PBS, em que se obteve aproximadamente 108 CFU.mL?, ODsoo 0,1 lida no
equipamento Espectra Max m2¢, Molecular Devices. Para o ensaio foram utilizadas
placas de petri contendo meio TSB 2%, cada placa utilizada recebeu cinco “estrias”
na direcdo horizontal e sentido da esquerda para a direita, que foram feitas com o
auxilio de alca embebida na solucdo bacteriana previamente obtida. Posteriormente,
as amostras Sooo, So3o € Seeo previamente esterilizadas foram acomodadas nas placas,
as amostras Soso € Seso foram dispostas com o lado revestido com filme de Cu virado
para baixo, em contato com o Agar e a bactéria inoculada. Em seguida, as placas
foram inseridas em estufa para crescimento bacteriano por 24 h a 37 °C.

Para avaliacdo de viabilidade das bactérias E. coli e S. aureus quando expostas
ao tecido projetado, utilizou-se de ensaio de fluorescéncia em solucdo por meio do kit
LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial Viability (invitrogen by Thermo Fisher Scientific),
que utiliza lodeto de Propideo 3,8-diamino-5-[3-(diethylmethylammonio)propyl]-6-
phenyl-, diiodide e SYTO™ 9 Stain como marcadores que monitoram a viabilidade
celular de colbnias bacterianas em funcao da integridade da membrana da celular. As
células com membrana comprometida que sdo consideradas mortas ou em processo
de morte, apresentam coloracdo vermelha em microscopio de fluorescéncia,
flourimetros, citbmetros de fluxo ou leitor de microplacas, e células com a membrana
intacta apresentam coloragao verde [95].

Para coloracdo das bactérias misturou-se uma quantidade igual de iodeto de
propideo e SYTO™ 9 em tubo de microcentrifuga, adicionou-se 3 uL.mL* para corar
a solugdo bacteriana previamente incubada por 24 h sob o material testado,
posteriormente foi feita a incubag¢ao da solugao por 15 min no escuro. Colocou-se 5
pL da suspensao bacteriana corada de cada amostra em lamina de microscopia para

aquisicao dos resultados em microscopio de fluorescéncia Olympus BX43.
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3.4.4 Avaliacéo de atividade antimicrobiana pela técnica de resazurina

Como segundo procedimento para avaliacdo de atividade antimicrobiana
utilizou-se de ensaio de viabilidade com resazurina. A resazurina indica a viabilidade
celular mudando de azul para rosa apés reducdo quimica resultante da respiracao
aerobica devido ao crescimento celular. O procedimento foi baseado na literatura atual
[104] com adaptacdes para este trabalho, conforme segue: Em meio de cultura LB
liquido (0,05% Triton x-100) foram diluidas col6nias das cepas S. aureus e E. coli para
obter 1 x 108 CFU.mL? (ODeoo 0,1), posteriormente realizou-se diluicdo seriada até
obter concentragdo de aproximadamente de 1 x 10° CFU.mL. Em uma placa de 12
pogos foram adicionadas as amostras Sooo, Soso € Seso, cada uma recebeu 2 mL da
solucéo bacteriana, juntamente com o controle negativo e controle positivo do meio,
em seguida realizou-se a incubacgao por 24 h a 37 °C. No dia seguinte, 200 uL de cada
amostra foram coletadas em uma placa de 96 pocos, entdo mediu-se a turbidez em
leitor de microplacas para determinar o crescimento bacteriano de cada poco.
Posteriormente, a cada um dos pocos foi adicionado 40 puL de resazurina, entdo 0s
pocos contendo a solugéo bacteriana com marcador foram incubados por 30 min a 37
°C.

3.5 Dispositivo simulador de respiragdo para ensaio dinamico de

citotoxicidade e viabilidade celular

E necessario elaborar e definir novos procedimentos de teste que possam
avaliar mascaras faciais altamente funcionais (com propriedades otimizadas) de forma
dindmica, avaliando o material em condi¢cdes semelhantes a condicéo real de uso [23].
Desta forma, um dispositivo simulador de respiracao foi projetado com o intuito de
avaliar a eficiéncia do tecido projetado sob condi¢cdes dinamicas. O projeto é baseado
na norma ASTM F2299 [13], ASTM F2101 [14], NBR 15052 [9] e no projeto INSPIRE
da Universidade de S&o Paulo (USP).

Desenvolveu-se um sistema mecéanico capaz de realizar pulsacbes em um
ressuscitador manual que, durante sua compressédo, gera um gradiente de pressao
positivo no sistema. O ressuscitador manual € conectado em paralelo a jusante a um
compressor nebulizador capaz de abastecer o sistema com aerossol viral ou

bacteriano, ou apenas aerossol de agua para gerar umidade para o sistema,
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simulando a respiracdo humana. Também a jusante do ressuscitador, o simulador
respiratorio possui um porta amostras com area de passagem de 4,91 cmz para teste

de tecido.
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Figura 6 - Representacao esquematica do dispositivo simulador de respiracéo.

A primeira configuracdo de porta amostras, feita de PP, possui sensores de
pressdo antes e depois da amostra em relacdo a direcdo do experimento, para

registrar a perda de pressao (respirabilidade) na amostra durante a simulacdo de
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respiracdo. A segunda configuracdo de porta amostras, fabricada em aco inoxidavel,
destina-se a ensaios dinamicos de viabilidade celular. Na Figura 6 esta o esquema
representativo do equipamento, que na configuracdo 1 é montado e programado para
teste dindamico de viabilidade celular, e na configuragcdo 2 para avaliacdo da
respirabilidade. A Figura 28 do Apéndice A apresenta o diagrama eletronico do
dispositivo simulador de respiracéo.

O sistema mecéanico € composto por um motor de passo NEMA 23 com 1,26
N.m de torque, controlado por uma placa Arduino DUE e um Driver TB6600, cuja
programacao foi desenvolvida no software Arduino 1.8.13 em linguagem C++
modificada. Foi elaborado um programa cuja légica controla o motor de passo e driver
para repeticdo dos ciclos de compresséo e alivio do reanimador, o programa permite
variacao de velocidade e tempo de ciclo para controle do gradiente de pressao e vazao
de ar. As tomadas de pressdo dos sensores sdo feitas de acordo com um tempo
determinado e registradas na porta serial do Arduino, permitindo sua conversao para

um documento de texto para pos-processamento.

3.6 Avaliacéo de respirabilidade

Uma ampla gama de métodos e parametros para avaliacdo de desempenho de
tecidos esta disponivel na literatura [23], a grande maioria é baseada em definicdes
vagas em relacao aos parametros de teste. Poucos trabalhos estdo bem estruturados
em normas vigentes, que se aproximam das condi¢des reais de uso para avaliagao
de eficiéncia. Assim, para este trabalho, foi utilizado como base um sistema normativo
sélido, com condicdes de teste bem definidas, conforme segue.

Para determinar a respirabilidade do néo tecido de PP adotado como substrato,
utilizou-se como base a norma ABNT NBR 15052 [9] e o dispositivo simulador de
respiracéo fabricado para realizar o ensaio. O porta amostras para fixacao do tecido
possui area de passagem de 4,91 cm? (@25 mm), foi utilizado um fluxo constante de
Nz igual a 8 L.mint. Os resultados (tomadas de presséo) foram obtidos a cada 50 ms
em intervalo de 15 s pelo dispositivo simulador de respiracdo, e posteriormente

registrados em documento de texto para pés-processamento.
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3.7 Avaliacéo de lixiviagdo por uso continuo

Para avaliar a adeséo do filme de Cu ao tecido, foi elaborado um teste baseado
nas indicagdes do CDC quanto ao uso de mascaras descartaveis por até 4 h, ou até
que estejam Umidas [105, 106]. O cobre depositado no TNT ndo deve ser lixiviado
pela respiracdo do usuario durante o periodo de uso, para que a mascara possa
exercer seu efeito toxico contra agentes nocivos a saude. Para avaliagdo completa,
definiu-se testar um lote completo de amostras depositadas (Soso, Soso, S120, S240, Saso
e Soe0), Mais a amostra controle (Sooo).

Os parametros de ensaio, vazao e area de passagem foram definidos conforme
ABNT NBR 15052 [9] da seguinte forma: area da amostra de 4,91 cm? (secéao circular
de 25mm), vazado de ar intermitente de 8 L.min"t. As amostras foram pesadas em
balanca de precisédo SHIMADZU modelo AUW220D antes do teste para registro do
massa da amostra mais o filme de Cu depositado. Apos a pesagem, as amostras
foram submetidas ao ciclo de teste com o dispositivo simulador de respiracao, que foi
configurado para realizar ciclos de 4 h (de acordo com o tempo maximo de uso de
mascara descartavel definido pelo CDC [105, 106]), realizando e pulsos de pressao e
alivio na linha/amostra, simultaneamente com a pulverizacdo de umidade gerada pelo
nebulizador, buscando aproximar condi¢cfes reais de uso. ApGs os ciclos de teste do
dispositivo simulador de respiracdo, as amostras foram secas ao ar e inseridas no
dessecador por 48 h para garantir a remogcédo completa da umidade, em seguida,
foram pesadas novamente para verificar a perda de fiime de Cu causada pela
simulacéo de respiracdo do usuario. Cada amostra foi testada em triplicata para maior

confiabilidade dos dados obtidos.

3.8 Avaliag&o dinamica de atividade antimicrobiana

Para avaliacdo de desempenho do tecido projetado em condi¢cdes dinamicas,
planejou-se um experimento baseado na norma ASTM F2101 [14] por meio do
dispositivo simulador de respiragdo. O experimento objetivou-se a avaliar a viabilidade
celular da bactéria E. coli apos ser submetida a ciclos dindmicos de respiracdo no
dispositivo simulador, passando pelo porta amostras que contém o tecido projetado
na concentracao Seeo € 0 tecido de controle Sooo, ambos previamente esterilizados. O

objetivo do experimento € aproximar a condi¢éo real de uso de uma mascara facial
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simulando a inoculacdo do agente bacteriano E. coli e, mensurar a sua integridade
apos passar pelo tecido.

Para preparacgéo da cultura, a cepa de E. coli AATCC 25922 foi descongelada
e cultivada em &gar por 24 h a 37 °C. Apos o cultivo, trés coldnias foram transferidas
para 10 mL de PBS, onde obteve-se concentracdo de 1 x 108 CFU.mL! (ODsoo 0,1).
Em seguida, a solucao foi diluida em PBS (Triton x-100 0,05%) até obter concentracao
de aproximadamente de 1 x 10° CFU.mL™. Foi realizado o plagueamento da solucéo
bacteriana em diluicdo seriada antes do ensaio dindmico para determinar a
concentracdo bacteriana inicial. 100 yL de cada diluicdo foram adicionados a placas
de petri contendo meio TSB 2% e espalhadas com auxilio de uma alca de Drigalski.
As placas foram incubadas por 24 h a 37 °C.

O ensaio foi realizado em cabine de seguranca biolégica classe Il B - 2 da
marca FILTERFLUX, modelo SBIIB2 - 1266/4. Todas as partes em contato com as
colonias foram previamente esterilizadas e inseridas na cabine de seguranca. Para o
teste realizado, definiram-se os parametros do fluxo de ar utilizado como veiculo do
ensaio de acordo com a norma ASTM F2101 [14] e ABNT NBR 15052 [9] conforme
segue: vazdo de 8 L.min! (intermitente), pressdo maxima durante a compresséo 0,6
mH20. A vazédo da solucdo contendo a bactéria E.coli nebulizada foi definida em
aproximadamente 100 pL.min! na concentracdo de 1 x 10° CFU.mLt. O aerossol
bacteriano produzido foi conduzido em dire¢do as amostras de tecido pelo fluxo de ar
utilizado como veiculo. ApGs passar pelas amostras de tecido testadas, o fluxo de ar
carregando a bactéria E. coli foi conduzido a tubos de coleta previamente esterilizados
para armazenamento da solucdo condensada. O ensaio foi realizado de forma a
garantir a coleta de um volume minimo de aproximadamente 300 pL de solucédo para
cada amostra testada. Cada amostra foi testada em duplicata.

Parte da solucdo condensada durante cada ciclo foi destinada ao ensaio de
viabilidade celular por fluorescéncia utilizando-se do kit LIVE/DEAD™ BacLight™
Bacterial Viability, o procedimento para coloracéo da solucéo bacteriana foi executado
conforme metodologia definida no 3.4.3. Outra parte da solu¢cdo condensada foi
plagueada em diluicdo seriada, das quais 100 pL foram dispostos em placas de petri
contendo meio TSB 2% e espalhadas com auxilio de uma alga de Drigalski.
Posteriormente, foram incubadas por 24 h a 37 °C para realizagdo do procedimento

de contagem de col6nias bacterianas resultante.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo sdo apresentados os resultados e discussdes obtidos a partir da
metodologia de fabricacdo e teste do tecido projetado, bem como do dispositivo
simulador de respiragéo.

4.1 Obtencédo das amostras piloto e revestimento via magnetron sputtering

As amostras foram obtidas a partir do corte do TNT de PP em secdes
quadradas de 100 mm x 100 mm, conforme estabelecido na metodologia deste
trabalho. Apos o corte, as amostras foram fixadas separadamente em porta amostras

do equipamento de magnetron sputtering, conforme a Figura 7.

Figura 7 - Fixacdo das espécies nos porta amostras para processo de PVD.

Apos a fixagdo, as amostras foram inseridas na camara do equipamento 24 h
antes da realizagdo da deposi¢do de Cu para formacao de alto vacuo, conforme a
Figura 8.
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Figura 8 - Porta amostras fixos na cAmara de magnetron sputtering.

A partir dos parametros estabelecidos para deposi¢ao do filme na metodologia

deste trabalho, foram obtidos os resultados da deposi¢cao conforme Figura 9.

Sis0=240s 20 mm Sig0=480s 20 mm Syg0=960s 20 mm

Figura 9 - Amostras de ndo tecido de polipropileno revestidas com filme de cobre via
magnetron sputtering.

Uma primeira analise visual das amostras permite a deteccéo crescente de
deterioracdo do substrato polimérico conforme o aumento do tempo de exposicao ao
plasma de Ar. A regido central degradada nao foi utilizada para as andlises realizadas
neste trabalho, utilizou-se somente partes adjacentes, com aspecto homogéneo. As
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amostras Soso e Soso apresentam baixa deterioragdo central em comparagdo as
demais. A coloracdo do revestimento torna-se mais intensa conforme o tempo de

exposicao ao alvo de Cu aumenta.

4.2 Caracterizacdo do substrato e revestimento

4.2.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV/FEG)

Os resultados obtidos a partir da técnica de microscopia eletrénica de varredura
por emissdo de campo (MEV/FEG) para verificacdo da morfologia das amostras
permitem concluir que o processo de deposicao de cobre produziu filmes homogéneos
na superficie do TNT. Nas Figuras 10 e 11, a amostra Sooo representa o tecido de
controle, que nao foi submetido ao processo de PVD, que apresenta coloracdo mais
escura, indicando composicdo quimica predominante de elementos com menor
namero atémico (Z) da tabela periddica. Sendo a férmula molecular do TNT (CszHe)n,
a coloragéo escura observada na amostra Sooo diz respeito ao C de sua composicao.
As amostras exibidas na Figura 10, organizadas sequencialmente conforme o tempo
de exposicéo ao alvo de Cu, apresentam alteragao gradual de sua coloracao para tons
mais claros indicando tendéncia qualitativa de aumento da quantidade de Cu na
composicdo do material, que é proporcional ao tempo de exposicdo ao alvo de
deposicdo. Como consequéncia, a porosidade caracteristica da estrutura do tecido
projetado € alterada conforme o tempo de exposicdo ao alvo devido a tendéncia de
aumento de Cu na superficie das fibras, consequentemente o tamanho médio dos
poros € passivel de alteracdo. Porém, qualitativamente, ndo foram observadas
diferencas significativas na porosidade das amostras revestidas quando comparadas
a amostra de controle pela analise visual.

De forma resumida, analisando-se o0s resultados obtidos pela técnica de
microscopia eletrbnica das amostras revestidas, entende-se que 0 processo de
deposicdo de filme de cobre por magnetron sputtering foi satisfatorio. Verifica-se
também que, a quantidade de cobre depositado é proporcional ao tempo de exposicéo
ao alvo e, o espessamento aparente das fibras indica um recobrimento uniforme de

sua superficie.
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4.2.2 Espectroscopia de dispersdo em energia (EDS)

Juntamente com o0s resultados da técnica de microscopia eletrbnica
(MEV/FEG), obteve-se os resultados da técnica de espectroscopia de dispersdo em
energia (EDS) para analise quimica qualitativa e de distribuicdo elementar.

A Figura 12 apresenta de forma comparativa as imagens obtidas a partir do
ensaio de EDS, ao analisar a amostra Sooo, Observa-se que a mesma apresenta
espectro de cores predominante na coloragéo ciano e verde, indicando C e O em sua
estrutura. Observa-se também que, o material base possui Ca e Ti em sua
composicao, provenientes do processo de fabricacdo do TNT.

As amostras estdo organizadas na Figura 12 conforme o tempo de exposicao
ao alvo. A amostra Soso, quando comparada a Sooo de controle, apresenta pequena
alteracdo de coloracgdo, indicando que a quantidade de Cu depositada € baixa. Ja a
amostra Sgso quando comparada com a Sooo, apresenta coloragéo mais acentuada em
direcdo ao tom alaranjado, indicando tendéncia de aumento na quantidade de Cu
devido ao tempo de exposicdo mais elevado, que compactua com os resultados
esperados.

Desta forma, pode-se concluir que, a alteracdo gradual de coloracdo das
amostras indica tendéncia qualitativa de aumento na quantidade de Cu depositada

pelo processo de PVD, que é diretamente proporcional ao tempo de exposicao.

4.2.3 Determinacédo da concentracao de Cu

A concentracao de cobre depositada nas amostras e a taxa de deposicao foi
determinada conforme metodologia definida anteriormente. Os resultados obtidos
podem ser observados na Tabela 2. A partir da concentragdo de Cu das amostras
So30, S240 € Seso Obtidas experimentalmente, determinou-se a concentracdo das
amostras Soso, S120 € S4g0 matematicamente. A taxa média de deposicao do filme de

cobre foi calculada em aproximadamente 3,11 pg.s™.
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Figura 12 - Imagens de EDS com mapa de composicéo qualitativo das amostras Soco, Soso, Soso, S120, S240, Saso € Seso.
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Tempo de %Cu (w/w)
exposicao (s)
0 0
30 0,07 £ 0,02
60" 0,21
120° 0,49
240 1,05+0,12
480" 2,11
960 4,24 £ 0,73

Tabela 2 - Concentracdo de Cu obtida. O montante de Cu depositado nas amostras com * foi
obtido matematicamente.

Conforme a literatura, o intervalo de concentracado de cobre em que observa-
se aumento significativo do efeito toxico do material, proporcionando efeito antiviral e
antibacteriano, encontra-se entre 2 e 10% m/m [18, 31, 76, 77, 98], que € atingida
pelas amostras Saso € Soso. A Figura 13 apresenta a curva de tendéncia ajustada
linearmente, obtida conforme a metodologia adotada.
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Figura 13 - Concentracdo de Cu de Soso, Soso, S120, S240, Sago € Seeo COM erro percentual
calculado para as amostras que foram quantificadas experimentalmente, e, a curva de
tendéncia ajustada linearmente para todas.

4.3 Ensaios biolégicos

4.3.1 Processo de esterilizagao

Para verificacdo da integridade morfologica do tecido projetado apds o

processo de esterilizagdo com vapor em autoclave, utilizou-se da técnica de
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microscopia eletrénica de varredura (MEV/FEG) conforme definido na metodologia
deste trabalho.

A partir dos resultados apresentados na Figura 14, € possivel observar que o
processo de esterilizacdo adotado n&o danifica a morfologia do tecido, uma vez que,
nao foram constatados danos aparentes nas fibras do material, sendo o processo
passivel de utilizacdo sem quaisquer prejuizos nos resultados bioldgicos

conseguintes.
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Figura 14 - Imagens de MEV/FEG em ampliagdo de 50x, 125x e 250x da amostra Sooo apos
processo de esterilizagdo por vapor em autoclave.

4.3.2 Anélise de citotoxicidade e viabilidade celular com fibroblastos L929

A citotoxicidade foi avaliada utilizando fibroblastos de camundongo L929 de
acordo com os procedimentos estabelecidos na metodologia deste trabalho. Os testes
foram executados avaliando-se amostras do tecido projetado de PP/Cu com diferentes
concentracdes de Cu, dentre elas, a amostra com menor tempo de exposicao Soso,
tempo de exposigcdo intermediario Sz240 € maior tempo de exposicdo Seso. De acordo
com a norma ISO 10993-05 [100], um material apresenta efeito citotoxico quando a
viabilidade celular das amostras em contato apresenta um indice de reduc¢ao superior
a 30% apos 24 h de exposicao. Observando-se os resultados obtidos no ensaio MTT
na Figura 15, as amostras Sooo € Soso ndo apresentam efeito citotoxico, apresentando
reducéo de viabilidade inferior a 30% para os fibroblastos de camundongo L929 apés
24 h, conforme 1ISO 10993-05 [100]. As amostras Sz40 € Seeo apresentaram efeito
citotdxico superior, porém, aceitavel para o periodo de 24 h, mesmo que haja reducdo
superior a 30%. Considera-se que a mascara nao deve ser utilizada por mais de 4 h
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conforme recomendacfes do CDC [105, 106] e, que o tecido revestido deve ser
utilizado como camada intermediaria de forma a evitar o contato direto com a pele do

usuario.
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Figura 15 - Efeito citotoxico obtido pelo teste indireto MTT de acordo com a ISO 10993-05
[100] e 10993-12 [101] para a linhagem L929 de fibroblastos de camundongo.

A Figura 16 demonstra os resultados obtidos pela técnica MEV/FEG para
analise de alterac6es de morfologia celular da linhagem L929 pelo periodo de 24 h
conforme metodologia definida anteriormente.

Na Figura 16 é possivel observar que a células L929 plagueadas nas amostras
Sooo € Soso para o periodo de 24 h apresentam membranas regulares e morfologia
celular intacta, também células com formato fusiforme ou alongado, indicando

caracteristicas saudaveis e elevada viabilidade celular para as células observadas

conforme literatura [107, 108].

R
Figura 16 - MEV/FEG das amostras Sooo, Sozo € Seso apos 1 (1D), 2 (2D) e 7 (7D) dias.
Na Figura 16 é possivel observar que as células L929 plaqueadas na amostra

Soe0 apresentam membrana celular danificada, com aspecto rugoso, alteracdes de

morfologia e células “explodidas”. Nas amostras 1DSges0 constata-se a existéncia de
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buracos na membrana celular, assinalado pela seta em vermelho, que aponta para o
rompimento da membrana celular e, aniquilagcdo da cultura, que compactua com a
baixa viabilidade celular apresentada na Figura 15 para a amostra Soeo.

4.3.3 Avaliacao de atividade antimicrobiana pelo procedimento AATCC TM147

A metodologia definida anteriormente para avaliacdo da atividade
antibacteriana do tecido permitiu a obtencéo de resultados qualitativos. As Figuras 17
e 18 apresentam os resultados obtidos ap0s a realizacdo do ensaio de avaliacdo de
atividade antimicrobiana de tecidos conforme padrfes estabelecidos pela AATCC
TM147 [103] utilizando as cepas de S. aureus AATCC 25923 e E. coli AATCC 25922.

Figura 17 - Preparacéo dos pocos para avaliacdo qualitativa de atividade antimicrobiana dos
tecidos projetados Sooo, Sozo € Seso coOnforme procedimento AATCC TM147 [103] utilizando a
cepa S.aureus.

Nas Figuras 17 e 18, nas placas que contém a amostra Sooo € possivel observar
que ha crescimento das colénias de forma acentuada abaixo do tecido em contato
direto com sua superficie e, ao redor do material, ou seja, sem formacao de halo. Em
complemento, a Figura 19 apresenta os resultados apés a coloracédo das cepas S.
aureus com o kit LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial Viability e captura dos resultados

em microscopio de fluorescéncia, ambos resultados indicam que n&o ha inibicdo
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significativa do crescimento das colbnias, ou seja, pode-se observar que ndo ha
atividade antibacteriana significativa para o controle em relacdo as cepas utilizadas
para o teste.

As espécies Soso e Seso foram testadas com o lado que possui o filme de Cu
virado para baixo, em contato com a solu¢do e com as colbnias. Para as placas que
contém a amostra Soso nas Figuras 17 e 18, é possivel observar que a inibicdo do
crescimento das colbnias na regido em contato com a superficie do tecido que possui
o filme de Cu é qualitativamente maior quando comparado a Sooo, que indica aumento
de atividade antibacteriana em relacéo ao controle. Em complemento, observa-se que
nao ha formacédo de halo, que indica que ndo ha lixiviacédo significativa do filme para
o meio. Na Figura 19, para a amostra Soso, € possivel observar que houve crescimento
das col6nias, porém com grande quantidade de colénias mortas ou lesadas de forma

irreversivel, indicando aumento de atividade antibacteriana em comparagao a Sooo.

Figura 18 - Preparacéo dos pocos para avaliacdo qualitativa de atividade antimicrobiana dos
tecidos projetados Sooo, Sozo € Seso cOnforme procedimento AATCC TM147 [103] utilizando a
cepa E.coli.

Para as placas que contém a amostra Seeo nas Figuras 17 e 18, é possivel
observar que a inibicdo do crescimento das colbnias na regido em contato com a
superficie do tecido que possui o filme de Cu é qualitativamente maior quando

comparado a Sooo € a Soso, indicando atividade antibacteriana mais expressiva em
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relacdo ao controle e a Sozo. Pb6de-se verificar a formagdo de uma regido
esverdeada/azulada ao redor do material, sendo possivel oxidagéo do cobre Cu?* para
oxido cuprico CuO, para esta analise o efeito foi considerado como nao significativo,

uma vez que, 0 mesmo também possui atividade antibacteriana [18].

10 pm

SO“O

S

10 pm

Figura 19 - Técnica de fluorescéncia para avaliacdo qualitativa de atividade antimicrobiana
dos tecidos projetados Sooo, Soz0 ap0s coragdo das coldnias com LIVE/DEAD™ BacLight™
Bacterial Viability kit da cepa S. aureus.

Na Figura 19, para a amostra Seeo, € possivel observar que o crescimento das

colbnias foi inferior quando comparado a Sooo € a Soso €, as poucas colonias que
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prosperaram, em sua grande maioria, foram mortas ou lesadas de forma irreversivel,
indicando atividade antibacteriana mais expressiva. Contudo, ndo ha formacao de
halo, apontando que o efeito toxico do material prevalece no contato com a superficie
que possui o filme de Cu. Fica claro a influéncia do Cu na superficie do tecido, bem
como de sua concentragdo para as amostras Soso € Seso em relagdo a desativagao e

inibicdo de crescimento das cepas S. aureus e E. coli.

4.3.4 Avaliagdo de atividade antimicrobiana pela técnica de resazurina

As Figuras 20 e 21 apresentam o0s resultados qualitativos do ensaio de
viabilidade celular com resazurina, utilizando as culturas S. aureus e E.coli apds
exposicao ao tecido projetado nas concentracdes Sooo, Soso € Seso, Mais 0 meio de
controle positivo e negativo e posterior coloragdo com resazurina para avaliacao de
atividade antimicrobiana, conforme definido na metodologia deste trabalho.

Observando-se 0s pocos que contém a amostra Sooo nhas Figuras 20 e 21,
identifica-se uma coloracao rosa intensa, semelhante ao controle positivo do meio,
provocado pela respiracdo aerébica das col6nias indicando elevada atividade celular
e crescimento das colonias, apontando, de forma qualitativa, baixa atividade

antimicrobiana da amostra Sooo.

Controle - meio

Controle + meio

S000

S030

S960

Figura 20 - Ensaio de resazurina de solucdo bacteriana da cepa S. aureus exposta ao tecido
projetado nas concentragdes Sooo, Soz0 € Seso Mais controle positivo e negativo do meio.
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Controle - meio

Controle + meio
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Figura 21 - Ensaio de resazurina de solucdo bacteriana da cepa E. coli exposta ao tecido
projetado nas concentragdes Sooo, Sozo € Seso Mais controle positivo e negativo do meio.

E possivel verificar alteragdo gradual de coloracdo dos pocos contendo a
amostra Sozo nas Figuras 20 e 21 para um tom mais arroxeado, indicando que o
crescimento celular das colbnias foi prejudicado pela concentracdo de Cu existente

no material, apontando tendéncia qualitativa de aumento da atividade antimicrobiana.

2 1 = Soo0
Sos0
O Sg0
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Figura 22 - Andlise de crescimento bacteriano das culturas S. aureus e E. coli pela técnica
de densidade 6tica (ODeoo) dos pogos expostos as amostras Sooo, Sozo, Seso Mais controle
positivo e negativo do meio.

Os pocgos contendo a amostra Seso nas Figuras 20 e 21 apresentam coloragéo
da solucédo em tom azul escuro, que indica reducao expressiva do crescimento celular
das colbnias, apontando tendéncia qualitativa de elevada atividade antimicrobiana do

material, a coloracéo apresenta-se semelhante ao controle negativo do meio.
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A Figura 22 apresenta o crescimento celular das culturas de S. aureus e E. coli
expostas as amostras Sooo, Soso € Seso juntamente com controle positivo e negativo do
meio, conforme metodologia apresentada anteriormente. A ODeoo esta diretamente
relacionada a densidade de CFU.mL™* das solucdes contendo as culturas testadas.

Na Figura 22 € possivel observar que 0s poc¢os contendo a amostra Sooo
apresentam densidade Optica elevada para ambas as culturas testadas, ODeoo de 1,1
para S. aureus e ODeoo de 1,5 para E. coli apontando, de forma quantitativa, baixa
atividade antimicrobiana da amostra Sooo. A amostra Sooo apresenta possivel formacao
de biofilme em sua superficie, que justifica 0 aumento de densidade Optica, quando
comparado ao Meio +.

Observa-se que 0S po¢os que contém a amostra Soso apresentam densidade
Optica das culturas testadas ainda elevadas, ODeoo de 0,8 para S. aureus e ODeoo de
1 para E. coli. A reducdo mais significativa € observada nos pocos que contém a
amostra Seso, que apresentam densidade Optica das culturas reduzida quando
comparadas as amostras Sooo € Soso. Para a S. aureus constatou-se ODsoo de 0,5 e
para E.coli de 0,9. A maior sensibilidade é observada para a S. aureus pela
metodologia adotada.

Os testes realizados demonstram de forma qualitativa e quantitativa a atividade
antibacteriana do tecido projetado e sua relacao direta com a concentracéo do filme
de Cu no material, destaca-se que estes resultados compactuam com conclusdes
encontradas em diversas bibliografias levantadas para este estudo [18, 31,76, 77, 98],
gque indicam aumento de atividade antimicrobiana de = materiais
revestidos/impregnados com Cu, de forma proporcional as concentracées de Cu

utilizadas.

4.4 Fabricacédo do dispositivo simulador de respiragéo

Para simular as condi¢des reais de uso, um dispositivo que simula a respiragao
foi projetado e construido de acordo com a metodologia apresentada anteriormente.
O dispositivo foi feito para avaliar a eficiéncia do tecido funcional sob condi¢des
dindmicas. Foi construido visando o baixo custo, para que possa ser facilmente

utilizado na industria para avaliacdo de tecidos e mascaras.
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Figura 23 - Dispositivo simulador de respiracao.

As pecas estruturais foram fabricadas em diversas empresas do segmento
metalmecanico, os itens eletromecéanicos comerciais foram adquiridos em lojas
diversas. A Figura 23 apresenta o resultado da fabricacdo. Estimou-se um custo total
de fabricac@o de aproximadamente R$ 5.000,00 n&o contabilizando horas de projeto

e montagem.

4.5 Avaliacéo de respirabilidade

A partir do teste de respirabilidade realizado com o simulador de respiracéo, o
coeficiente de permeabilidade do né&o tecido de polipropileno correspondeu a 71,4
Pa.cm2. Apesar de possuir um coeficiente de permeabilidade superior ao valor de
referéncia aceitavel de 39,2 Pa.cm™ pela norma ABNT NBR 15052 [9], quando
comparado a outros materiais ja utilizados para a fabricacdo das mascaras, 0 nao
tecido de polipropileno utilizado como substrato tem valores muito semelhantes e
toleraveis, como mostrado na Tabela 3.

Uma pequena diferenca foi observada nos coeficientes de permeabilidade das
multiplas amostras revestidas quando comparadas ao tecido controle Sooo, mas nao
foram consideradas significativas considerando o erro percentual e a ordem de

magnitude do resultado.



Material do tecido

Coeficiente de permeabilidade

(Pa.cm)
3M FFR2 N95 75,6
Neoprene (polyester 92%, 836
PU elastano 8%) '
Mascara descartavel TNT 3 476
camadas (baixa densidade) '
Sooo (TNT de controle) 71,4
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Tabela 3 - Valores comparativos de respirabilidade entre diferentes materiais para fabricacdo

de mascaras faciais.

4.6 Lixiviagdo por uso continuo

A avaliacdo da lixiviagdo de Cu do tecido projetado foi realizada com o

dispositivo simulador de respiracao conforme definido na metodologia deste trabalho.

Cada concentracéo foi testada em triplicata.

Amostra Massa inicial (mg) Massa final (mg)

Diferenca (mg)

Sooo 1 85,9
Sooo 2 87,8
Sooo 3 98,7
Soso 1 83,4
So30 2 87,5
So30 3 84,5
Soeo 1 84,6
So60 2 84,1
Soeo 3 81,5
Si201 77,7
S120 2 79,5
S1203 84,2
Sa40 1 89

S240 2 87,1
S240 3 89,2
Sago 1 68,4
Sago 2 77,6
Sag0 3 88,5
Soe0 1 93,2
So60 2 91,5
So60 3 84,1

85,9
87,8
98,7
83,4
87,4
84,5
84,6
84,2
81,4
77,8
79,5
84,2
89,1
87
89,3
68,4
77,7
88,6
93,2
91,5
84,1

0
0
0
0
-0,1
0
0
0,1
-0,1
0,1
0
0
0,1
-0,1
0,1
0
0,1
0,1
0
0
0

Tabela 4 - Avaliacao de lixiviacao do filme de Cu por uso continuo realizado com o dispositivo

simulador de respiracéo.
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A Tabela 4 traz os resultados obtidos a partir do procedimento estabelecido na
metodologia deste trabalho. Os valores positivos da coluna de diferenca representam
possivel ganho de massa, os valores negativos da coluna de diferenca representam
possivel perda de massa, porém, a diferenca maxima de massa obtida por este
processo € equivalente a £ 0,1 mg, portanto, ndo foi observada diferenca significativa
considerando o erro percentual. A diferenca encontrada pode estar associada a
umidade residual e/ou ao erro associado as leituras da balancga.

A partir desse resultado, € possivel assumir que nao ha lixiviagdo significativa
do filme de Cu a partir do procedimento de simulacdo de respiracdo adotado,
sugerindo-se que o desempenho do material seja satisfatorio ao longo de seu tempo

de uso.

4.7 Avaliacdo dinamica de atividade antimicrobiana

A metodologia definida anteriormente para avaliacdo da atividade
antibacteriana do tecido em condi¢cfes dinamicas permitiu a obtencéo de resultados
iniciais qualitativos e quantitativos por meio de ensaios biolégicos e da técnica de
MEV/FEG.

Na Figura 24, pode-se observar a montagem do dispositivo simulador de
respiracdo no interior da cabine de seguranca junto com todas as partes necessarias
ao ensaio dinamico, conforme definido na metodologia.

A Figura 25 apresenta as amostras de solugcédo bacteriana plagueadas para
contagem de coldnias. As placas 1A, 1B, 1C, e 1D contém a solucao inicial utilizada
para geracdo do aerossol, em diluicdo de 1 x 10°, 1 x 104, 1 x 10%e 1 x 102 CFU.mL™
respectivamente. As amostras 2A, 2B, 2C, e 2D representam a solu¢do condensada
apos o ciclo dinamico de respiracdo com a amostra Sooo, em diluicdo de 1 x 10%, 1 x
10% 1 x 10% e 1 x 10?2 CFU.mL™ respectivamente. As amostras 3A, 3B, 3C, e 3D
representam a solugcdo condensada apds o ciclo dindmico de respiracdo com a
amostra Seeo, em diluicdo de 1 x 10°% 1 x 104 1 x 10° e 1 x 102> CFU.mL™
respectivamente. Observando-se as placas, é possivel identificar algumas colbnias de
contaminagao diferentes da colGnia caracteristica de E. coli utilizada. As colbnias
contaminantes apresentam borda irregular, diferente da borda lisa e bem definida da
coldnia caracteristica e, para fins de analise, foram desconsideradas no procedimento

de contagem.
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Figura 24 - Montagem do dispositivo simulador de respiracé@o e partes necessarias na cabine
de seguranga FILTERFLUX, modelo SBIIB2 - 1266/4.

Na primeira fileira da Figura 25, nas placas 1A, 1B, 1C e 1D é possivel observar
densidade de colbnias bastante elevada, caracteristica da solucao inicial utilizada para
geracdo do aerossol bacteriano. Na segunda fileira da Figura 25, nas placas 2A, 2B,
2C e 2D verifica-se diminuigdo expressiva da densidade de col6nias que passaram
pelo equipamento e pela amostra Sooco. A diminuigdo da contagem apos ensaio com a
Sooo pode ser justificada pela condensacdo da solucdo nas paredes internas da
tubulacéo do equipamento, fazendo com que haja queda na concentracéo bacteriana
e, pela retencao de colbnias no proprio tecido. Como complemento, mesmo com a
reducdo significativa de contagem das coldnias de E. coli, a Figura 26 apresenta o
resultado do ensaio de viabilidade por fluorescéncia da solugdo exposta a Sooo, O
resultado indica que, mesmo que houve reducdo de contagem, as colbnias
remanescentes permanecem ativas, conforme coloragéo verde apés coloracdo com o
LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial Viability Kit.

Na terceira fileira da Figura 25, nas placas 3A, 3B, 3C e 3D observa-se uma
queda ainda mais acentuada na contagem de colbnias que passaram pelo
equipamento e pela amostra Seeo em comparacéo as placas 1A, 1B, 1C, 1D, 2A, 2B,
2C e 2D. A diminuicdo da contagem ap06s ensaio com a Seso pode ser justificada pela
condensacdao da solugdo nas paredes internas da tubulacéo do equipamento, fazendo
com que haja queda na concentracdo bacteriana e, também pela retencdo e

desativacdo de grande parte das colénias no tecido. Como complemento, a reducéo
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de contagem e desativacdo das colonias de E. coli pode ser observada na Figura 26,
que apresenta o resultado do ensaio de viabilidade por fluorescéncia da solucéo
exposta a Seeo, 0 resultado indica que, além da reducéo elevada da contagem, grande
parte das coldnias remanescente encontram-se desativadas, indicadas pela coloracéo
vermelha predominante apds coloracdo com o LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial
Viability Kit.

Figura 25 - Plagueamento da solucdo bacteriana para contagem de col6nias com respectivas
diluicdes. Solucdo bacteriana antes do ensaio: 1A: 1 x 10° CFU.mL?, 1B: 1 x 10* CFU.mL?,
1C: 1 x 102 CFU.mL?, e 1D: 1 x 102 CFU.mL. Solucéo que passou pela amostra Sooo: 2A: 1
x 10° CFU.mL?, 2B: 1 x 10* CFU.mL?, 2C: 1 x 103 CFU.mL?, e 2D: 1 x 10> CFU.mL™. Solucéo
gue passou pela amostra Sggo: 3A: 1 x 10° CFU.mL?, 3B: 1 x 10* CFU.mL?, 3C: 1 x 108
CFU.mL?, e 3D: 1 x 102 CFU.mL™.

Conforme definido pela literatura e pelo NCCLS [109 - 111], para testes in vitro
sob condi¢des restritas de laboratorio, classifica-se como bactericida o agente capaz
de inativar 99,9% de uma cultura apés 18 a 24h, com inéculo inicial de 1 x 10° CFU.mL"
L, para reducdes entre 90 e 99%, classifica-se 0 agente como bacteriostatico. A Figura
27 apresenta o resultado da contagem de colénias da solucdo bacteriana coletada no
ensaio dindmico. Para a solugédo ensaiada com a amostra Sooo a contagem obtida foi

de aproximadamente 0,13 x 10> CFU.mL?, uma reducdo de 87% em relacdo ao
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inéculo inicial de 1 x 10° CFU.mL™?. Para a solugdo ensaiada com a amostra Seeo a
contagem obtida foi de aproximadamente 0,02 x 10° CFU.mL"1, uma reducéo de 98%
em relagdo ao indculo inicial de 1 x 10° CFU.mL®. H4a uma reducédo de
aproximadamente 80% na contagem de colonias de E. coli da solu¢do ensaiada com
a amostra Seeo em comparagdo a solugdo ensaiada com a amostra Sooo, indicando
aumento de atividade antimicrobiana da amostra Ses0 em relacdo ao tecido de
controle. Conforme definido pela literatura, observa-se efeito bacteriostatico para

amostra Seeo frente a E. coli utilizada para o teste.

10 pm ¢ 10 pm

Figura 26 - Técnica de fluorescéncia da solucdo precipitada durante os ensaios dinamicos
para avaliacdo qualitativa de atividade antimicrobiana das amostras Seoo € Seso ap0s coloracéo
das col6nias com LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial Viability kit com a cepa E. coli.
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2
0,1
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Figura 27 - Contagem de colbnias de E. coli da solu¢éo bacteriana coletada no ensaio
dindmico com as amostras Sooo € Soso.
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5 CONCLUSOES

Este trabalho objetivou-se ao estudo e desenvolvimento de um tecido projetado
para fabricagdo de méascaras de protecdo facial multicamadas. Foi utilizado como
material base um TNT de PP que foi revestido com filme de Cu em diferentes
concentracdes por processo de magnetron sputtering para melhor compreenséo das
propriedades citotdxicas e antimicrobianas apresentadas pelo compdsito resultante.
Buscou-se o desenvolvimento de uma nova metodologia para teste de tecidos
altamente funcionais de forma dinamica, que procura submeter os materiais testados
a condicBes semelhantes as reais de utilizacao.

O objetivo de produzir amostras com diferentes concentracbes de Cu
mantendo-se todos os parametros do processo de magnetron sputtering constantes,
exceto o tempo de exposi¢cdo ao alvo, foi atingida e confirmada pelas técnicas de
caracterizacdo MEV/FEG, EDS e pelos resultados obtidos para determinacdo da
concentracdo de Cu do item 4.2.3. As concentracdes atingidas variam entre 0,07 +
0,02% para a amostra Soszo até 4,24 + 0,73% para a amostra Seeo. As bibliografias
levantadas para o estudo indicam que propriedades antibacterianas e antivirais
satisfatdrias sdo atingidas em concentracdes de Cu em materiais entre 2 e 10% em
peso, faixa que foi satisfatoriamente atingida.

As propriedades do compdésito obtido foram avaliadas por meio de ensaios
biologicos. A andlise de citotoxicidade foi realizada avaliando-se as amostras de tecido
So30, S240 € Seso com uma linhagem celular de fibroblastos de camundongo L929, por
meio do método indireto MTT. Conforme padrdes definidos pela ISO 10993-05 [100],
as amostras Sooo € Soso ndo apresentam efeito citotoxico frente a linhagem L929
testada. As amostras S240 e Seso apresentaram efeito citotoxico aceitavel para o
periodo de 24 h, mesmo que haja reducéo superior a 30%, considerando-se que a
mascara ndo deve ser utilizada por mais de 4 h conforme recomendac¢fes do CDC
[105, 106].

Os ensaios realizados para andlise de atividade antimicrobiana do tecido
projetado nas diferentes concentracbes permitiram observar de forma clara a
influéncia da concentracdo do filme de Cu depositado no néo tecido em relacdo ao
efeito antibacteriano desempenhado. Conforme resultados apresentados nos itens
4.3.3 e 4.3.4, é possivel destacar que, conforme 0 aumento da concentragéo do Cu

no material, a atividade antimicrobiana do compdsito € acentuada, a atividade
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antibacteriana mais significativa foi observada na Seso, que possui concentracdo de
4,24 £ 0,73% de Cu.

O dispositivo simulador de respiracao projetado e fabricado foi de fundamental
importancia para avaliacdo de eficiéncia do compdsito em condi¢cdes dinamicas.
Permitiu a analise de lixiviagdo por uso continuo, no qual, para 0s parametros
utilizados, ndo foi observada lixiviagdo significativa do filme durante os ciclos de
respiragéo, possibilitou a avaliacdo de respirabilidade da amostra Sooo, que, de forma
comparativa, apresentou coeficiente de permeabilidade semelhante a mascaras de
protecao facial disponiveis no mercado.

A avaliacdo dinamica de atividade antimicrobiana foi realizada utilizando-se do
dispositivo simulador de respiracao, que permitiu a simulag&o de inoculacéo de forma
dindmica do agente bacteriano E. coli. Foi possivel observar reducédo elevada de
contagem de coldnias, 87% para Sooo € 98% para Seso em relagdo ao inoculo inicial
de 1 x 10° CFU.mL. A reducdo apresentada pela Sooo indica possiveis perdas de
contagem por condensacdo nas paredes internas da tubulacdo do equipamento
utilizado e retencdo de colbnias no préprio tecido, porém, h& reducdo de
aproximadamente 80% na contagem de colbnias de E. coli da solu¢do ensaiada com
a See0 em comparagdo a Sooo, indicando aumento de atividade antimicrobiana da
amostra Seso em relacdo a Sooo.

E possivel concluir que, o trabalho permitiu o desenvolvimento de um novo
equipamento para teste de tecidos funcionais de forma dinamica, que atendeu aos
requisitos para os quais foi projetado: baixo custo, versatilidade e que permita obter
resultados rapidos e de qualidade, apto a ser utilizado na industria. Por meio do
equipamento e dos ensaios realizados, foi possivel comprovar que o tecido revestido
com filme de Cu possui boas propriedades filtrantes e que a aplicacao do revestimento
de Cu nado apresenta prejuizos a sua permeabilidade, observou-se que ndo ha
lixiviagdo do filme ao longo de sua utilizagdo, indicando que suas propriedades
permanecem constantes durante o uso e, o compadsito obtido apresenta propriedades
antibacterianas significativas, com potencial elevado para aplicagdo como camada

funcional em méscaras faciais.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

De forma a sugerir a continuidade do trabalho que possui ramificacbes de
grande importancia, podendo-se destacar dentre as principais, 0 potencial de
exploracgéo e aplicacdo dos revestimentos altamente funcionais de Cu buscando suas
propriedades antimicrobianas nas mais diversas aplicacées e, o desenvolvimento de
ensaios dinamicos para avaliacdo de tecidos funcionais que evoluiram imensamente
devido ao ultimo cenario pandémico provocado pelo SARS-CoV-2.

Sugere-se trabalhos para investigacdo do ndo tecido apdés processo de
revestimento via PVD buscando compreender melhor a morfologia do material em
relacdo a possiveis alteracfes no tamanho especifico dos poros e espessamento das
fibras, correlacionando com a perda de carga gerada durante o processo de
respiracao de um Usuario.

Sugere-se aperfeicoamento do dispositivo simulador de respiracdo em relacéao
a automacao, estrutura e otimizacao de partes méveis e pecas, que permitam melhor
esterilizacdo das partes em contato com agentes em teste. O dispositivo simulador
encontra-se disponivel no Laboratério de Engenharia de Superficies e Tratamentos
Térmicos | (LESTT 1) da Universidade de Caxias do Sul.

Sugere-se realizacdo de ensaios de exposicao de tecidos revestidos com cobre
via processo de PVD a bactérias resistentes como Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e o fungo Candida albicans, também as bactérias
Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus. Por fim, sugere-se também ensaios
de exposicdo ao virus SARS-CoV-2 para estudo de atividade antiviral. O estudo
proposto sugere a avaliacdo de desempenho e possiveis limitacdes do material de

forma qualitativa e quantitativa.
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APENDICE A - DIAGRAMA ELETRONICO DO DISPOSITIVO SIMULADOR DE
RESPIRACAO

A Figura 28 disposta neste Apéndice demonstra o diagrama eletrénico utilizado
para controle dos diversos elementos do dispositivo simulador de respiracao.
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Figura 1 - Diagrama eletrénico do dispositivo simulador de respiracdo



ANEXO A - CERTIFICADO TECIDO NAO TECIDO DE POLIPROPILENO

(. Cachoeirinha — RS

Fone: 3470.4646 /3102.5183

N O N wov E N Site: www.nonwoven.com.br

NAO TECIDOS

Certificado de Analises

Data: 17/11/2020

Material: TNT 148 Gr.

Cor: Branco | 100 % POLIPROPILENO, HIDROFOBICO
Lote: 2264D | NF-e: | Data produgiio: 12/09/2020

METODOS/PROCEDIMENTOS UTILIZADOS:
Resistencia a Tracio:

Ensaio utilizado para definir a resisténcia a tragdo. Corpos de prova em forma de tira, obtidos nos sentidos
longitudinal e transversal da amostra. Equipamento: Méaquina Universal de Ensaio, com velocidade de
afastamento das garras de 500 mm/min, distancia entre garras de 100 mm, tamanho das amostras de prova
300x50 mm. Metodologia de ensaio baseada na norma NBR13041.

Resistencia a Rasgamento:

Ensaio utilizado para definir a resisténcia ao rasgamento. Corpos de prova obtidos nos sentidos longitudinal
e transversal da amostra. Maquina Universal de Ensaio, com afastamento das garras de 500 mm/min.
Metodologia de ensaio baseada na norma NBR 13041

RESULTADOS OBTIDOS:

| VARIAVEIS | METODO DE TESTE [UNIDADE| MIN |TARGET| MAX |RESULTADO |
Gramatura EDANA WSP 130.1 gmz | 1830 | 148,0 (1630 146,6
Resisténcia Longit EDANAWSP 110.1 | N/5cm | 200,00 | 250,00 - 217
Resisténcia Transv. | EDANAWSP 110.1 | N/5cm | 110,00 | 180,00 - 124
Alongamento Longit | EDANA WSP 110.1 % 80,00 | 150,00 | 200,00 83
Alongamento Transv. | EDANA WSP 110.1 % 100,00 | 160,00 | 210,00 94

s { T Ulinoc . (o5

Responsivel pelas Amostras Controle de Qualidade
Francine Vargas Roque Vilmar Cardoso Roque

Figura 2 - Certificado do néo tecido de polipropileno



