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RESUMO

Na pratica fisioterapéutica utilizam-se diversas técnicas de eletroterapia com
finalidades antissépticas e bactericidas. Porém, poucos estudos sédo encontrados sobre a
acdo de gerador de alta frequéncia no tratamento de enfermidades causadoras de
contaminacdo/infeccdo, como feridas crénicas. Contudo, geradores de alta frequéncia
sdo conhecido por seu efeito bactericida e antisseptico, gracas a producao de 0z6nio na
superficie onde € aplicado. Tendo em vista que o gerador de alta frequéncia apresenta
baixo custo, facil manuseio e acdo potencializadora do processo cicatricial, por meio da
sua acdo bactericida, a presente dissertacdo teve como objetivo avaliar o efeito
antimicrobiano de gerador de alta frequéncia sobre as bactérias Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii. Realizou-se testes de tamanho de
halo de inibicdo; contagem de unidades formadoras de col6nia, citometria de fluxo
usando o kit Live/Dead® para verificar integridade da membrana e rodamina 123 para
avaliar o estresse oxidativo e avaliacdo da temperatura. Conclui-se que o gerador de alta
frequéncia apresenta acdo bactericida, sendo, que o tempo e a frequéncia comportam-se
de forma dependente, sua acdo é dose-dependente e age de forma mais expressiva em
bactérias Gram-negativas, Sua utilizacdo ndo causa aumento da temperatura local,
apenas no eletrodo de vidro e a producédo de radicais livres aumenta com o tempo de
exposicdo ao gerador de alta frequéncia (833Hz), enquanto a viabilidade celular
decresce.

PALAVRAS-CHAVE: Gerador de alta frequéncia, inibi¢ao, antimicrobiano.



ABSTRACT

In the physiotherapy practices, various electrotherapy techniques are  used
with antiseptic and antibacterial purposes; however, few studies are found about the
action of high-frequency generatorin the treatment of diseases  causing
contamination/infection, such as chronic wounds; nevertheless, the high-frequency
generator is known for its antiseptic and bactericidal effect by producing ozone at the
surface where it is applied. Considering that the high-frequency generator is
inexpensive, easy handling and potentiating action of the healing process through their
bactericidal action, this thesis aimsto evaluate the antimicrobial effect of high-
frequency generator on bacteria of the genus Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii. To analyzed the action of high-
frequency generator the following tests are realizes: inhibition zone size; counting
colony forming units, flow cytometry using the kit Live / Dead® to verify membrane
integrity and rhodamine 123 to assess oxidative stress and temperature evaluation.
Concluding that the high-frequency generator has bactericidal action, time and
frequency behave as dependents, revealing its action is dose-dependent and acts more
significantly in Gram-negative bacteria. Its use does not cause local temperature
increase, only the glass electrode and the free radical production increases with time of

exposure to the high-frequency generator (833Hz), while cell viability decreased.

KEYWORDS: High-frequency generator. inhibiting, antimicrobial
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1. INTRODUCAO

Na pratica fisioterapéutica, utilizam-se diversas técnicas de eletroterapia com
finalidades antissépticas e bactericidas. Porém, poucos estudos sdo encontrados sobre a
acdo de geradores de alta frequéncia no tratamento de enfermidades causadoras de
contaminacéo/infeccdo, como feridas cronicas.

Gerador de alta frequéncia, € o nome comercial atribuido a dispositivos
eletrébnicos que produzem correntes de alta frequéncia a partir da corrente elétrica de
uso doméstico. Um gerador de alta frequéncia apresenta normalmente um porta-eletrodo
e diversos eletrodos de vidro - que podem conter em seu interior um vacuo parcial ou
um gas. A passagem da corrente provoca uma ionizacdo das moléculas de gas, as quais,
sobre o forte impacto energético, tornam-se fluorescentes. Uma de suas principais acdes
é a formacdo do agente bactericida ozonio sobre a superficie em que é aplicado.

Na literatura, € muito bem descrita a utilizacdo de geradores de oz6nio, que
possuem a capacidade de transformar o gas oxigénio (O2) em gas 0zonio (O3). Dessa
forma, um cilindro de O fornece o gas para o interior do gerador que, através do uso de
eletricidade, converte-o para a forma de ozonio.

Ja o gerador de alta frequéncia refere-se a um tubo de vidro selado com uma
substancia gasosa. Quando uma corrente elétrica de alta frequéncia passa através do
tubo de vidro, ocorre o efeito corona; ndo existe assim uma fonte de oxigénio puro.

O método de produgdo de oz6nio mais comumente usado em equipamentos
comerciais € de descarga corona. Este método pode empregar o ar seco, 0 0xigénio, ou
uma combinacdo dos dois. A descarga ocorre quando o gas se torna parcialmente

ionizado, o que resulta em um brilho violeta caracteristico, quando o ar é utilizado.
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O efeito corona trata-se de um fendmeno decorrente da dispersdo da corrente
elétrica para o ar. Quando este efeito ocorre sobre o isolante de maquinas pode levar a
uma falha prematura em decorréncia da producdo de ozénio sobre ele; mas, quando o
efeito ocorre sobre o tubo de vidro que estd sendo aplicado sobre um tecido
biologicamente ativo, o oxigénio que permeia o tubo é transformado em ozbnio,
gerando imediatamente altera¢cfes em numerosas biomoléculas.

Do ponto de vista microbioldgico, a funcdo principal da pele normal intacta,
que é um tecido biologicamente ativo, € controlar as popula¢bes microbianas que
habitam a superficie e impedir que o tecido subjacente se torne colonizado e invadido
por agentes patogénicos. Dessa forma, lesdes de pele interrompem sua funcao protetora,
existindo assim uma porta de entrada para microrganismos. Feridas cronicas séo
comumente contaminadas por bactérias de origem da prdpria pele, da matéria fecal ou
da regido oral.

Estas feridas sdo importantes fontes de colonizacdo por bactérias
epidemiologicamente relevantes, como Staphylococcus aureus, Enterococcus,
Bacteroides spp, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e outros bacilos
Gram-negativos, podendo evoluir para infeccbes ou funcionar como reservatério de
microrganismos multirresistentes.

Visto que o crescimento bacteriano interfere na cicatrizacdo, tornam-se Uteis
inimeros métodos de controle de microrganismos em feridas, sendo, neste trabalho,
apresentada a utilizacdo de gerador de alta frequéncia.

Tendo em vista que o gerador de alta frequéncia apresenta baixo custo, facil
manuseio e acdo potencializadora do processo cicatricial, devido a sua acdo bactericida,
a presente dissertacdo teve como objetivo avaliar o efeito antimicrobiano de gerador de

alta frequéncia sobre bactérias dos géneros S. aureus, P. aeruginosa e A. baumannii.
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Através dessa pesquisa, pretendeu-se demonstrar resultados que possam ser
utilizados em protocolos fisioterapéuticos para profissionais que desenvolvam sua
pratica clinica em ambientes hospitalares, ambulatoriais e domesticos, no tratamento de

Ulceras de presséo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Acéo do gerador de alta frequéncia dentro da eletroterapia

Cresce, ndo somente na area da fisioterapia dermato-funcional, a necessidade
de se conhecer, de pesquisar e de comprovar métodos de eletroterapia que ajudem a
melhorar e a normalizar a cicatrizagdo de lesdes cuténeas. Os efeitos bioldgicos da
eletroterapia variam de acordo com as caracteristicas do aparelho e as condicOes
utilizadas, podendo ir de analgesia até estimulo da sintese de colageno (Wollina et al.,
2012).

O gerador de alta frequéncia é um aparelho utilizado na area dermatoldgica que
pode trabalhar sob distintos pardmetros fisicos entre eles a corrente alternada, de média
e de alta frequéncia. Alguns parametros encontrados normalmente sdo: frequéncia
variando entre 1000 e 200.000 Hz, com tens&o que oscila entre 25.000 e 40.000 V,
sempre com intensidade na ordem de 100 mA (Higa et al., 2007).

De acordo com a ANVISA, o aparelho de alta frequéncia é classificado como
um dispositivo de classe I, o que significa que ele é um dispositivo para tratamentos
estéticos e representa um baixo risco para o paciente. Assim sendo, o fabricante ndo é
obrigado a registrar esse dispositivo e a divulgar todas as especificagdes técnicas, a fim
de padronizar suas aplicagdes - embora ndo possam existir riscos e contraindicacdes
associadas com o seu uso (Machado, et al., 2011).

O uso mais expressivo desse aparelho € feito por profissionais que atuam na
area dermato-funcional com finalidades de higienizacdo da pele facial (Machado, 2011).
Sua acdo sobre a pele deriva da passagem de ondas eletromagnéticas pelo ar (efeito

corona — Figura 1) provocando a formacéo de oz6nio (Sampaio & Rivitti, 2001).
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No que se refere especificamente ao gerador de alta frequéncia, sua indicagéo
tem por base a acdo bactericida, podendo ser utilizado na desinfeccéo ap6s extragdo de
eflorescéncias acneicas, desinfecgdo do couro cabeludo, Ulceras diabéticas, e ulceras por
pressdo infectadas, psoriase (fechamento das lesBes), afec¢des ungueais, verrugas
periungueais e onicomicose. A aplicacdo, utilizando os eletrodos da alta frequéncia,
pode ser direta ou a distancia. Na aplicacdo direta, o eletrodo é colocado sobre a érea a
tratar, deslizando-o sobre a pele, em forma de massagem suave. Na aplicacéo a distancia
ou faiscamento (Figura 1), o eletrodo se mantém a uma curta distancia da pele
(milimetros), sem tocéa-la. Em decorréncia da alta voltagem da corrente, saltam faiscas
do eletrodo até a superficie da pele a ser tratada. Deve-se levar em conta a sensibilidade

da pessoa a ser tratada com esse tipo de descargas elétricas (Caloy, 2011).

Figura 1. Visualizagdo do faiscamento durante aplicacdo do gerador de alta frequéncia.

2.2 Oz6nio: o produto do gerador de alta frequéncia

15



Conforme Higa et al. (2007), uma das principais a¢Ges do gerador de alta
frequéncia é a formacdo de ozbnio sobre a superficie em que é aplicado. Por este
motivo, torna-se relevante o conhecimento desta molécula e sua interagdo com um
tecido biologicamente ativo.

O gerador de 0zbdnio que utiliza o efeito corona é constituido por dois eletrodos
submetidos a elevada diferenga de potencial (aproximadamente 1000 V). O ozénio é
gerado pela passagem de ar ou oxigénio puro entre estes dois eletrodos Quando o0s
elétrons possuem energia suficiente comegcam a ocorrer colisbes que causam a
dissociagdo do oxigénio e a consequente formacgédo do ozonio (Figura 2) (Guzel-Seydim

et al., 2004).

O\~ @ @

Molécula Oxigénio Energia Atomos de Oxigénio

B - | 0 . O

< °
Atomo de Meolécula Oxigénio / \
Oxigénio

0 o

Molécula de Ozdnio

Figura 1 Esquema da producdo de ozonio através de correntes eletromagnéticas

(no esquema representado em amarelo)

O ozonio (Og3) é eficaz no controle de bactérias, fungos, protozoarios e virus
(Kim et al., 2003).Em 1997, os US-FDA (United States Food and Drug
Administration) concedeu o estatus do ozbnio como seguro (GRAS- Generally

Recognized As Safe) e, em 2001, recebeu total aprovagédo US-FDA como um agente de
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higienizacdo para alimentos. Desde entdo, o numero de estudos que avaliaram a sua
aplicacdo na industria de alimentos tem aumentado rapidamente (Ong & Ali, 2015).

O ozénio demonstra ser eficaz contra as bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, contra fungos e contra agentes virais; sendo que o nivel de inativacdo
microbiana por ozonio altera-se de acordo com a quantidade de matéria orgénica que
rodeia as células (Restaino et al., 1995).

Para Russell (2003), a acéo bactericida do 0zonio se baseia principalmente na
oxidacdo das ligacdes bissulfeto que mantém o dobramento das proteinas. Essa
oxidacdo leva a destruicdo das proteinas estruturais dos microrganismos e a inativagao
das enzimas necessarias para sua sobrevivéncia.

O ozbnio é uma variedade alotrépica do oxigénio e por isso possui alta
instabilidade, voltando a se dissociar em curto espaco de tempo (Stibinger et al.,
2006). Para Bocci (2007), em ordem de preferéncia, o ozbnio reage com acidos
gordurosos poliinsaturados, antioxidantes (como acido ascorbico e Urico) e compostos
tiol com grupo —SH (como cisteina, glutadiona e albumina). Todos esses reagentes
funcionam como elétrons doadores e sofrem oxidacdo, e as reacGes que ocorrem
formam simultaneamente moléculas de espécies reativas de oxigénio (EROs) e produtos
da oxidacgdo lipidica . Essas moléculas sdo responsaveis pelas reacGes bioquimicas
induzidas pelo ozonio (Bocci, 2007).

Uma vez que o 0z6nio é conhecido por matar microrganismos por romper as
paredes celulares e membranas citoplasmaticas, ele torna-se um agente nos tratamentos
que objetivam a morte bacteriana (Nagayoshi et al., 2004).

Duvidas sobre a acdo do ozonio sobre células animais sdo fortemente
discutidas, porém inimeros autores relatam que em niveis baixos, proximos de

500ug/m?, € inofensivo, porém deve-se considerar que qualquer inalagio do ar implica
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em doses de ozdnio que imediatamente reagem nas células das vias aereas, gerando
espécies reativas de oxigénio (Guerra et al., 1997) e produtos da oxidacdo lipidica

(POL) (Bastacky et al., 1995)

2.3 Casuisticas das feridas cronicas

Com a presenca de uma ferida na pele, todas as funcdes sdo alteradas. De uma
forma genérica, a ferida representa a quebra da continuidade das estruturas do corpo,
exibindo uma ruptura das estruturas, e das fungdes normais dos tecidos. Na pele, a
ferida é definida como a perda da cobertura cutanea, que pode atingir ndo apenas a pele,
mas também os tecidos subcutaneos, musculos e ossos (Ferreira et al., 2006).

A cicatrizacdo de feridas é um processo dindmico que inclui varios niveis de
organizacdo temporal e funcional, envolvendo a interacdo entre células e sistemas
mensageiros. Compreende trés etapas sobrepostas: inflamatéria, proliferativa e
remodelacdo. A primeira é caracterizada pela hemostasia, resultante da formacdo do
codgulo de fibrina, e migracdo de leucdcitos fagocitarios, os quais removerdo as
substancias estranhas e micro-organismos. A segunda envolve, principalmente, a
migracdo e proliferacdo de trés classes celulares: fibroblastos, endotélio e
queratinocitos, além da deposicdo de fibronectina sobre o arcabouco de fibrina,
formando o fibronexus; da secre¢do de colageno 111, em sua maioria, sobre este Gltimo e
da sintese de outros elementos matriciais, sendo o fibroblasto o maior responsavel por
estas mudancas estruturais. Na terceira e Ultima fase ocorre mudanca no padrdo de
organizacdo do colageno e de seu tipo principal, ocorrendo substituicdo de colageno 11l
por I, aumento no nimero de ligacBes cruzadas entre 0s mondmeros dessa substancia e

orientagdo prevalente nas linhas de stress da pele, fendmenos que aumentam a
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resisténcia da ferida. Todo o processo de cicatrizagdo € controlado por polipeptideos
chamados fatores de crescimento, que modificardo a fisiologia de suas células-alvo
(Isaac, 2012).

A perda tecidual, se ndo for resolvida através destas etapas, evolui para uma
ferida cronica, que leva mais de trés semanas para fechar. Um exemplo de ferida cronica
é a Ulcera de pressdo (também conhecida como Ulcera de decubito ou escara). Estas
Ulceras sdo areas que sofrem pressdes prolongadas e que excedem a pressdo capilar
ocasionando um colabamento do capilar, culminando em necrose celular e em
destruicdo vascular. Uma pressédo de 70 mmHg aplicada por mais de duas horas, sem
nenhum momento de alivio, pode provocar destrui¢ao dos tecidos, ocasionando o inicio
de uma ferida (Nettina, 2007).

A Ulcera de pressdo acomete principalmente individuos confinados ao leito,
semicomatosos ou inconscientes, além de idosos institucionalizados, pois acabam
permanecendo por longos periodos no mesmo posicionamento. A pressao intensa € o
fator etioldgico mais comum, mas a friccdo e cortes também podem contribuir para seu
desenvolvimento Nixon et al., 2005).

Muitos outros fatores podem afetar a cicatrizagdo, como os locais que incluem
a presenca de corpos estranhos, maceracdo dos tecidos, isquemia ou fatores diversos,
como a idade avancada, desnutricdo, diabetes e doenca renal. Além dos fatores locais e
sistémicos que prejudicam a cura, a reducdo dos fatores de crescimento de tecidos, o
desequilibrio entre as enzimas proteoliticas e os seus inibidores, e a presenca de células
senescentes parecem ser particularmente importantes na cura de feridas crénicas

(Harding et al., 2002).

2.4 Contaminagao de feridas cronicas
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Diferentes estudos concordam que h& presenca universal de S. aureus em
feridas cronicas (Gjegdsbgl et al., 2006; Colsky et al., 1998; Valencia et al., 2004). A
bactéria S. aureus apresenta habilidade de desenvolver resisténcia rapidamente aos
antibioticos, o que contribui para causar infeccbes aos pacientes em ambientes
hospitalares (Tortora et al., 2003).

No que se refere ao A. baumannii, 0 microrganismo tem sido encontrado em
feridas de pele, bem como também nas secre¢des de vias aéreas (Sebeny, et al., 2008).
Nos ultimos anos, tem sido designado como um patégeno humano de "alerta vermelho",
gerando atencdo entre a comunidade médica, por causa de sua excepcional capacidade
de desenvolver resisténcia a todos os antibidticos atualmente disponiveis (Cerqueira &
Peleg, 2011). A. baumannii tem uma alta incidéncia entre individuos
imunocomprometidos, particularmente aqueles que experimentaram uma prolongada (>
90 dias) internacdo hospitalar (Montefour et al., 2008). Este organismo é um desafio
particular em unidades de terapia intensiva, onde é responsavel por uma grande
variedade de infecgBes, incluindo pneumonia associada a ventilagdo mecanica,
infeccOes de feridas, infecgdes do trato urinario e bacteremia (Doyle et al., 2011;
Hanberger et al., 2004). Os dados também apoiam a visao de que as infec¢Bes causadas
por Acinetobacter s&0 mais comuns em pacientes criticamente doentes que recebam

cuidados no ambiente da UTI (Karlowsky et al., 2003).

2.5 Tratamentos de feridas cronicas

Diante da importancia em controlar e prevenir feridas cronicas infectadas,
terapias de descolonizacéo sé@o estudadas com frequéncia. No que diz respeito as opgdes
de terapias de descolonizacao, elas podem ocorrer por tratamento sistémico (mediante o

uso de antibidticos via oral) ou topico (mediante o uso de medicamentos locais);
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entretanto, ndo ha evidéncias suficientes que indiquem qual tratamento é mais eficaz, o
sistémico ou tdpico (Loeb et al., 2003).

Os métodos atuais usados para tratar feridas cronicas contaminadas incluem
desbridamento, uso de antibidticos ou eletroterapia (Mandelbaum et al., 2003); porém
independentemente do tratamento, uma ferida crénica pode ndo conseguir a cura através
do processo natural, causando um impacto significativo na salde e na economia
(Evangelista et al., 2012).

Como o gerador de alta frequéncia oferece um baixo custo e facil manuseio,
torna-se importante o entendimento do seu uso para fins terapéuticos em ambito
hospitalar e ambulatorial. O uso mais expressivo deste aparelho é feito por profissionais
que atuam na area dermato-funcional com finalidades de higienizag&o da pele facial - o
uso do gerador de alta frequéncia é uma realidade em clinicas estéticas; o uso em feridas

cronicas foi evidenciado apenas em camundongos (Sa, 2010).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras Bacterianas
Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizadas as cepas das seguintes
bactérias: Staphylococcus aureus (ATCC6538), Pseudomonas aeruginosa (POAOQ1) e

Acinetobacter baumanii (isolado hospitalar).

3.2 Equipamento
O equipamento utilizado foi fabricado e fornecido pela empresa Tone Derm, de
Caxias do Sul/RS-Brasil. O equipamento Versatile AF7 atinge a poténcia maxima na

frequéncia de 1,624 Hz, com tensdo de saida de 12kV (Figura 3).

Figura 3. Gerador de alta frequéncia (a esquerda, aparelho, a direita, suporte de fixacao
com caneta e eletrodo de vidro).
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3.3 Avaliacdo da frequéncia e do tempo do gerador de alta frequéncia sobre
bactérias

As bactérias foram crescidas em caldo Luria Bertani por 24 horas a 37°C. Ap0s
este periodo, as culturas foram diluidas em salina até obtencdo de 0,5 de McFarland
(equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL). A amostra bacteriana foi inoculada com swab em
placas de Petri, contendo meio &gar Luria Bertani (LB) solido. Apds sua inoculagéo, foi
aplicado o gerador de alta frequéncia, com o auxilio de um suporte de fixagcdo. O
eletrodo de vidro ficou a 1cm do meio plaqueado. As frequéncias testadas foram de 342,
476, 617 e 833Hz. Estas frequéncias foram testadas em tempos distintos de 0 (zero), 10

(dez), 30 (trinta), 60 (sessenta) e 180 (cento e oitenta) segundos em triplicata.

3.4 Avaliacéo da temperatura

Para avaliar se o efeito inibitério do crescimento bacteriano ocasionado pelo
gerador estava relacionado com o aumento de temperatura, foram feitos trés testes
individuais: primeiramente, papel térmico foi exposto a maior poténcia e a0 maior
tempo, e visualizada a modificacdo da tonalidade do papel. Apo6s, foi aplicado o
gerador de alta frequéncia sobre placa contendo meio LB, e a temperatura foi aferida
com termdmetro digital (Termémetro Spectra IR ST-600). Por ultimo, fotos com camera

infravermelha i60 (FLIR) foram feitas durante a aplicagéo.
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3.5 Teste de viabilidade bacteriana

Para avaliar o efeito de gerador de alta frequéncia sobre a viabilidade celular,
foram utilizadas as frequéncias de 476 e 833 Hz, em seguida contagem das unidades
formadoras de colonia.

As duas bactérias (S. aureus e A. baumanii) foram crescidas por 24 horas em
meio liquido Luria-Bertani (LB) a 37°C. Na sequéncia, as amostras foram diluidas com
solugéo salina 0,9% (m/v) ajustando a absorcdo para 0,362 (1 na escala de McFarland).
Feita a diluicdo, os microrganismos foram mantidos por 30 minutos, em repouso. Apés
este periodo, 1 mL da suspensdo bacteriana ajustada foi submetida ao gerador de alta
frequéncia (476 e 833 Hz). As amostras foram tratadas nos tempo 0 (zero), 30 (trinta),
60 (sessenta) e 180 (cento e oitenta) segundos, imediatamente diluidas e plaqueadas
pelo método “drop plate” em meio &gar LB. As placas foram levadas a estufa
bacterioldgica a 37°C, por 24 horas. Passado o periodo, foram feitas contagens de
unidades formadoras de coldnia, e os resultados foram expressos em redugédo do logio

de UFC.

3.6 Avaliacéo de integridade de membrana bacteriana

O kit Live/Dsead® BacLight™ (Molecular Probes) foi utilizado para avaliacéo
da integridade de membrana por exclusdo seletiva tanto para a avaliagdo microscopica
quanto para a citometria de fluxo. A coloracdo através do Kit Live/Dead consiste na
combinacdo de dois compostos, nomeadamente, Syto9 e iodeto de propidio (PI). Estes
compostos variam entre si, na capacidade de penetrar nas membranas de bactérias e
também nas caracteristicas de espectro, sendo que Syto 9 penetra na células
independentemente da integridade de membrana, ja Pl somente entra em células que

apresentam alteracdo na integridade da membrana.
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Inicialmente as culturas bacterianas foram crescidas até atingirem a fase
estaciondria (24h), apds este periodo, 25 mL de cultura foram centrifugadas a 10000xg
por 10 min. Removeu-se o0 sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 2 mL de 0,85%
NaCl. O volume de 2 mL foi distribuido em 2 tubos de 50 mL. Em um dos tubos
foram adicionados 20 mL de 0,85% NacCl, e no, outro tubo, adicionados 20 mL de
isopropanol 70%. Em seguida, ambos os tubos foram incubados a temperatura ambiente
por 1 h, agitando-os levemente a cada 15min. Depois deste periodo, foram
centrifugados a 10000xg por 10min. Os pellets foram ressuspendidos em 20 mL de
0,85% NaCl e, novamente, centrifugados. Depois, os pellets foram ressuspendidos em
10 mL de 0,85% NaCl e, a partir de entdo, realizaram-se 0s testes pertinentes,
utilizando as células vivas, ou seja, ndo aquelas que foram tratadas com isopropanol
(controle negativo). Ja as células vivas foram tratadas com 476 e 833 Hz, no tempo de
180 (cento e oitenta) segundos.

Para a coloracdo, combinaram-se volumes iguais de Syto9 e de iodeto de
propidio, em um tubo de microcentrifuga. Apds, foi adicionado 1,5 pL da mistura de
corantes para cada 500 pL de suspensao bacteriana. Homogeneizou-se a suspensao, que
foi mantida abrigada da luz, sob temperatura ambiente, por 15 minutos.

Para avaliacdo microscépica, 5uL da solucéo, foram colocados sobre a lamina
e recobertos com uma laminula para visualizacdo da fluorescéncia, sendo visualizados
no microscopio de fluorescéncia (OLYMPUS BX43F) com aumento de 100x. Para
citometria, as células foram entdo lavadas e ressuspensas com solugéo salina tamponada
com fosfato (ph?), e transferidas para tubos de citometria de fluxo. A intensidade de
fluorescéncia foi medida com um FACSCalibur (Becton Dickinson), e o valor do canal
de fluorescéncia media de 20.000 células foi determinado mediante a analise da

populacdo de celulas vivas ou mortas, que foi definido por dispersdo frontal e lateral,
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utilizando BD software CellQuest Pro (BD Biosciences). Os dados foram analisados em
Forward Scatter (FSC) e Side Scatter (SSC) para sele¢do do conjunto de células, e FL-1
(excitagdo 488nm e emissdo 533/30nm) e FL-3 (excitacdo 488nm e emisséo 670nm),
para determinacdo de  células coradas com Syto9 (vidveis) e Pl (mortas),

respectivamente. Os resultados foram representados em graficos de disperséo.

3.7 Avaliagéo de estresse oxidativo por citometria de fluxo

As células foram cultivadas até a fase estacionaria a 37°C. Em seguida, as
células foram tratadas nos tempos de O (zero), 60 (sessenta), e 180 (cento e oitenta)
segundos, usando exclusivamente a frequéncia de 833Hz.

As células tratadas foram lavadas em solucdo salina. Para o ensaio de
viabilidade, as células foram coradas com o kit Live/Dead® BacLight™ (j& descrito),
em conformidade com as instruc6es do fabricante.

Para 0 ensaio de estresse oxidativo, o corante rodaminal23 (Sigma) foi
utilizado. Apds tratamento, as amostras foram incubadas por 1 hora, e, em seguida, as
células foram lavadas em solucdo salina; depois, foram ressuspendidas em 1 ml de
salina e adicionada rodamina 123 (na concentracdo final de 5 pg/mL). Em seguida,
foram incubadas durante 1 h. As células foram entdo lavadas, ressuspensas em solucao
salina tamponada com fosfato e transferidas para tubos de citometria de fluxo. A
intensidade de fluorescéncia foi medida com um FACSCalibur (Becton Dickinson), e o
valor do canal de fluorescéncia média de 20.000 células foi determinado mediante a
analise da populacdo de células vivas ou mortas, definido por dispersao frontal e lateral,
utilizando BD software CellQuest Pro (BD Biosciences). Os dados foram analisados em
Forward Scatter (FSC) e Side Scatter (SSC) para sele¢do do conjunto de células e FL-1

(excitagdo 488nm e emissdao 533/30nm) para determinagédo de rodamina 123.
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3.8 Andlise Estatistica
Os dados foram submetidos a anélises de variancia com testes de comparagédo

de médias (Tukey — P< 0,05), utilizando o programa computacional SPSS versdo 17.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, foi realizada a avaliagcdo da inibicdo de crescimento bacteriano
pela formacédo de halos (diametro) em tratamentos envolvendo distintas frequéncias de
onda (342 a 833Hz) e tempo de exposi¢do. Nesses ensaios, foram utilizadas trés
bactérias, comumente encontradas em feridas: Staphylococcus aureus, Acinetobacter
baumanni e Pseudomonas aeruginosa.
Conforme pode ser observado, nas Figuras 4 a 6, a aplicacdo de pulsos de alta
frequéncia levou a formacdo de halos de inibicdo nas trés espécies avaliadas, sob as

quatro frequéncias utilizadas.
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Figura 4 — Tamanho do halo de inibicdo ap6s aplicacdo do gerador de alta frequéncia
sobre Staphylococcus aureus. Legenda: 22 Letras iguais néo diferem pelo teste de Tukey a 5% de

significancia

Por outro lado, a andlise estatistica dos dados mostrou interacdo tripla

altamente significativa - bactéria x tempo x frequéncia - no tamanho dos halos
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observados, indicando que distintas bactérias apresentam comportamentos diferentes,

dependendo do tempo e da frequéncia aplicada.
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Figura 5 — Tamanho do halo de inibicdo apds aplicacao do gerador de alta frequéncia
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Figura 6 — Tamanho do halo de inibicdo ap6s aplicacdo do gerador de alta frequéncia

sobre Pseudomonas aeruginosa. Legenda: *>¢ Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%

de significancia

Na Figura 4, pode ser observado que Staphylococcus aureus apresentou halos

29



de inibicdo em todas as frequéncias e em todos os tempos avaliados; com
comportamento semelhante (tamanho de halo) em todas as frequéncias e aumento do
tamanho de halo em tempos de exposi¢do maiores, especialmente em 180 segundos. Por
outro lado, os ensaios com A. baumanni (Figura 5) revelaram halos de inibicdo maiores
quanto maior a frequéncia, especialmente 617 e 833Hz, e aumento linear do didmetro de
halo em relacdo ao tempo com R=0,9918, com maxima na frequéncia de 833Hz.

Comportamento semelhante foi observado em ensaios com P. aeruginosa
(Figura 6), porém com halos de inibicdo semelhantes nas distintas frequéncias
avaliadas. Assim como A. baumanni, P. aeruginosa mostrou aumento do diametro do
halo proporcional ao tempo de tratamento, com R= 0,9567 na frequéncia de 833Hz.

A comparacgdo entre as bactérias avaliadas quanto ao didmetro do halo de
inibicdo utilizando frequéncia de 833Hz mostrou que S. aureus apresentou halos
menores do que A. baumanni e P. aeruginosa. Esta diferenca pode ser atribuida a maior
resisténcia desta espécie ou a presenca de arranjos (cachos) tipicos de Staphylococcus
formados por 10 a 20 células, e que garantem o desenvolvimento de unidades
formadoras de col6nias (UFC/mL), mesmo quando a viabilidade é reduzida. Efeito
microcida de pulsos de alta frequéncia em aplicacdes sucessivas de 10 e 15 minutos
sobre S. aureus e Candida tropicalis foi constatado por Martins et al. (2012) e Higa et
al. (2007), respectivamente.

Tordiglione et al. (2014), ja descreveu a especificidade do 0z6nio no que se
refere a composicdo da membrana. Afirmando que o 0zonio poderia ter um efeito mais
significativo em microrganismos Gram-negativos (especialmente E. coli), pois o seu
alvo é o grupo sulfidrila na membrana bacteriana. Assim, confirmando a correlagéo
entre a atividade bactericida do 0z6nio e a permeabilidade da membrana, que é um

questdo especifica de cada microrganismo.
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De uma forma mais ampla Thanomsub et al. (2002) descreve que a explicagéo
para esta especificidade é a diferenga na estrutura da parede celular entre bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas. As paredes celulares de bactérias Gram-positivas sdo
constituidas por muitas camadas de peptidoglicanos formando uma estrutura rigida
enquanto que as paredes celulares de bactérias Gram-negativas consistem de uma
membrana externa, que contém lipoproteina, lipopolissacarideos e algumas camadas de
peptidoglicanos abaixo. Estudo realizado por Komanapalli e Lau (1998) sugere que o
0zOnio reage mais imediatamente com proteinas do que com lipidios.

Num segundo conjunto de experimentos, S. aureus e A. baumanni foram
crescidas em meio LB liquido até fase estacionaria: as células foram lavadas e
ressuspendidas em salina, colocadas em placa de Petri e tratadas por distintos intervalos
de tempo (0 a 180s) com frequéncias de 476 e 833 Hz. Apds cada intervalo, foram
realizadas diluices seriadas e plaqueadas em meio LB para avaliagdo do numero de
unidades formadoras de colénias (UFC/mL). Conforme pode ser observado na Figura 7,
S. aureus apresentou uma reducdo linear da viabilidade em relagdo ao tempo de
exposicdo, em frequéncia de 476 Hz, atingindo 40% de reducdo do UFC, com 180
segundos de tratamento.

J4, utilizando a frequéncia de 833Hz, observou-se uma rapida reducdo de
viabilidade, nos primeiros 10 segundos de tratamento, e um comportamento linear em
tempos maiores, atingindo reducdo de 85% no numero de UFC, com 180 segundos.
Estes dados confirmam a maior eficiéncia da frequéncia de 833Hz em relacdo a

frequéncia de 476Hz, previamente observada nos ensaios de formacao de halo.
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Figura 7 — Curva de viabilidade das bactérias apds tratamento com frequéncia de 833Hz
(circulo aberto) e 476Hz (circulo fechado) sobre Staphylococcus aureus. Os dados

mostrados sdo a media de trés repetigdes.

J4, nos ensaios realizados com A. baumanni (Figura 8), observou-se abrupta
reducdo do numero de UFC, apds 30s (32,5%) em suspensdo de células tratada com
frequéncia de 476Hz, com pequena reducdo da viabilidade em tempos maiores,
atingindo apenas 40% de redugdo do nimero de UFC, apds 180s de tratamento. Por
outro lado, tratamentos realizados com 833Hz mostraram reducdo importante apos
apenas 10s (40%) atingindo 85% de reducdo no nimero de UFC com 180s, dado muito
proximo aquele observado com Staphylococcus aureus.

Relacéo entre intensidade de pulsos e tempo de exposicdo sobre a viabilidade
bacteriana foi observada por Gao et al. (2014) utilizando ultrassom. Esta relacdo, de
acordo com o0s autores, esta associada a producdo de 0zonio e os radicais livres gerados
pela corrente de alta frequéncia.

Ohkawa & Akitsu (2014), indicam que h& acdo bactericida do ozbnio sobre

bactérias formadoras de esporos: Geobacillus stearothermophilus e Bacillus
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atrophaeus, e espécies selecionadas de agentes patogénicos oportunistas, tais como
Aspergillus niger, P. aeruginosa, E. coli, S. aureus, e Candida albicans, sendo que

existe influéncia do tempo de exposicao, sendo assim tempo-dependente.
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Figura 8 — Curva de viabilidade de Acinetobacter baumannii ap6s tratamento com
frequéncia de 833Hz (circulos abertos) e 476Hz (circulos fechados) em funcéo do
tempo. Dados médios de trés repeticdes independentes.

Considerando que o gerador de alta frequéncia descarrega corrente elétrica
sobre a superficie do meio, atingindo a populacdo bacteriana, pensou-se inicialmente na
possibilidade de aumento de temperatura local como responsavel pela formacdo de
halos e reducdo no nimero de UFC. Para comprovar esta hipdtese, a temperatura local,
antes e apoOs descarga, foi avaliada por trés metodologias: (1) utilizacdo de papel
térmico, (2) medicdo da temperatura com termémetro digital e (3) analise com camera
infravermelha i60.

A aplicacdo de 833 Hz por 180s ndo levou a alteracfes no papel térmico, nem a
aumento de temperatura quando utilizado o termbémetro digital. Conforme pode ser

observado nas imagens da Figura 9, hd um importante aumento da temperatura na
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extremidade do eletrodo, mas ndo na superficie do meio, independentemente da

frequéncia ou tempo (até 180s).

Sp1 35. sm

Sp127.6

Sp168.8 F

C s D

Figura 9. Aplicacdo do gerador de alta frequéncia sobre placa de Petri contendo meio
LB agar: A: 476Hz 10s. B: 476Hz 180s. C: 833Hz 10s D: 833Hz 180s.

Assim sendo, pode-se afirmar que o uso do gerador de alta frequéncia ndo gera
aumento de temperatura no local de aplicacdo e consequentemente a reducdo da
populacdo bacteriana ndo é decorrente de inativacdo térmica. Kazi et al. (1996), ao
registrarem a patente de um gerador, afirmaram que o calor produzido pelo processo de
ozonizacao e dissipado através da superficie do eletrodo, de tal forma que ndo haveria

aumento significativo da temperatura no local.
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Estudo que utilizou um gerador de ozonio (Pacific Ozone, Egret Court Benicia,
CA) sobre legumes, mostrou que, durante o processamento, a temperatura foi mantida
sob temperatura ambiente (20°C) e ndo houve aumento significativo no final do
processo, 0 que confirma que o aumento de temperatura ndo é o responsavel pela
formacdo de halos de inibicdo ou pela redugdo da populacdo bacteriana (Bermudez-
Aguirre & Barbosa-Cénovas, 2013).

O impacto do gerador de alta frequéncia sobre a morfologia celular e a
integridade celular foi verificada por microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo.
As células apds tratamento foram coradas com o Kit LIVE/DEAD® BacLight™
Bacterial Viability. Este kit contém dois compostos fluorescentes: Syto9 e o iodeto de
propidio (PI) que se ligam aos &cidos nucleicos. O Syto9 penetra nas bactérias e cora
todas as células com membrana intacta ou danificada, gerando fluorescéncia de cor
verde com excitacdo em 483nm e emissdao em 503nm, enquanto o iodeto de propidio
penetra apenas em células que apresentam a membrana com permeabilidade alterada,
condigdo que geralmente é associada com morte celular, gerando fluorescéncia de cor
vermelha alaranjada com excitacdo em 535nm e emissdo em 617nm (Boulos et al,
1999).

Ensaios realizados com A. baumanni mostraram que, quando as bactérias sdo
submetidas a 833Hz por 180s, grande parte das células apresentam coloracdo com
iodeto de propidio, indicando perda de integridade da membrana celular e consequente
morte bacteriana. Morte celular (coloragdo com PI) ndo foi observada no controle e no
tratamento com 476Hz por 180s (Figura 10). Visando a quantificacdo, as amostras
coradas com SYTO9 e Pl foram avaliadas por citometria de fluxo, permitindo-se
contagem de bactérias totais coradas com SYTO9 e contagem de bactérias mortas

coradas com PI.
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Figura 10 - Andlise de viabilidade celular por microscopia utilizando Syto9/Pl em
tratamentos de Acinetobacter baumannii com gerador de alta frequéncia (476 Hz e
833Hz).

Os resultados da analise por citometria de fluxo de A. baumanni tratada com 833
Hz por 0 (zero), 30 (trinta), 60 (sessenta) e 180 (cento e oitenta) segundos permitiram
observar aumento progressivo do numero de bactérias mortas (Pl), confirmando a

atividade bactericida do tratamento com pulsos de alta frequéncia.
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Figura 11 - Andlise de viabilidade celular Syto9/PI por citometria de fluxo (20.000
eventos por amostra) em tratamentos de Acinetobacter baumannii com gerador de alta
frequéncia (833 Hz). A- Controle, B- 30 segundos, C- 60 segundos e D- 180 segundos.
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Figura 12- Reducdo de viabilidade de Acinetobacter baumanni em funcéo do tempo de

tratamento com pulsos de 833 Hz.
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Conforme pode ser observado na Figura 11, o controle apresentou apenas 3,60%
das células com permeabilidade de membrana alterada, aumentando para 10,33%, ap0s
30s de tratamento, para 23,34% apés 60s, atingindo 98,56% com 180s de exposi¢&o.
Estes resultados mostram uma relagéo direta entre o tempo de exposi¢do e a morte
bacteriana, com R=0,9962 (Figura 12).

Experimentos realizados com S. aureus mostraram aumento do ndmero de
células coradas com PI quando elas sdo tratadas com pulsos de alta frequéncia (Figura

13).

476Hz -180”

833Hz-180”

Figura 13- Analise de viabilidade celular por microscopia utilizando Syto9/Pl em
tratamentos de Staphylococcus aureus com gerador de alta frequéncia (476 Hz e
833Hz).
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O numero de células mortas ou com permeabilidade alterada de membrana (PI)
foi maior em tratamentos com 833 Hz do que 476Hz, repetindo os resultados anteriores

que indicaram halos maiores e maior reducdo no numero de UFC quanto maior a

frequéncia empregada.
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Figura 14- Analise de viabilidade celular Syto9/PI por citometria de fluxo (20000
eventos por amostra) em tratamentos de Staphylococcus aureus com gerador de alta

frequéncia (833 Hz). A- Controle, B- 30 segundos, C- 60 segundos e D- 180 segundos.

A andlise quantitativa por citometria de fluxo mostrou baixa reducdo da
viabilidade de S. aureus em tratamentos realizados por 30 e 60 s e aumento expressivo
(31,97%) de mortalidade com 180s (Figura 14). Porém, estes resultados ndo confirmam
aqueles encontrados nos experimentos com avaliacdo de UFC, nos quais em 180s,

atingiram reducdo de 85%. Além disso, os resultados ndo exibem linearidade entre
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tempo e reducdo de viabilidade, conforme observado em experimentos com A.
baumanni.

Thanomsub et al. (2002) utilizaram a analise por microscopia eletronica apés a
aplicacdo do ozonio (Brightzone modelo OZ100) sobre E. coli, Salmonella sp., S.
aureus e Bacillus subtilis por até 120 min e mostraram que alteracdes na membrana
foram dependentes do tempo de exposicao.

Para avaliar a produgdo de radicais livres, A. baumanni foi exposto a 833Hz
por O (zero), 60 (sessenta), 120 (cento e vinte) e 180 (cento e oitenta) segundos. Em
sequida, foi utilizado o corante Diidroxirodamina 123 (DHR123). Trata-se de uma
molécula ndo fluorescente que, por oxidacdo, gera rodamina 123, molécula catiénica
fluorescente (excitacdo 505nm e emissdo 529nm) e lipofilica que, segundo Buxser et al.
(1999), é capaz de detectar radicais livres (OH-, ONOO™, NO), sendo utilizada em
diversos experimentos com bactérias (Gomes et al., 2010).

Na Tabela 1 e na Figura 15 pode ser observado que os radicais livres
aumentam com o tempo de exposi¢do ao pulso de alta frequéncia (833Hz), enquanto a
viabilidade celular decresceu. Conforme pode ser observado na Figura 15, 0 aumento da
de producdo de rodamina é diretamente proporcional ao tempo de exposi¢do (R=
0.9479) e, por sua vez, altamente correlacionado com a reducdo de viabilidade celular
(R=9817), indicando que a geracdo de radicais livres € possivelmente o mecanismo

primario de acdo do pulso de alta frequéncia sobre as células bacterianas.
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Tabela 1 — Média da fluorescéncia (Rodamina 123) e viabilidade durante tratamento de

Acinetobacter baumannii na frequéncia de 833Hz.

Tempo (segundos) Fluorescéncia (U.A.) Viabilidade (%)

Média Geométrica

0 1.74+0.08 ® 96.12 +3.44
60 2.13+0.038 89.3+2.68
120 2.37£0.0848 755+35¢
180 3.43+£0.194 0.7+04P°

ABCD Médias seguidas por letras distintas sio significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05).

Fluorescéncia (U.A.)
Viabilidade (%)

0 50 100 150

Tempo (seg)

Figura 15- Evolucéo da relacdo de concentracdo de rodamina 123 (circulos brancos) e
viabilidade celular em Acinetobacter baumanni submetida a pulso de 833Hz (circulos

cinzas), em funcéo do tempo de exposicao.
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Segundo Sarron et al. (2013), o primeiro mecanismo para a oxidagao consiste
na clivagem de enzimas e proteinas ou em peptidios mais curtos; depois, a oxidacao de
grupos sulfidrilo e aminoacidos. O segundo mecanismo envolve a ruptura da célula e
vazamento do conteddo celular, seguido da oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados,
e a oxidagdo dos componentes celulares vitais, entre eles 0 DNA. Em bactérias Gram-
negativas, a camadas de lipoproteina e de lipopolissacarideos sdo os primeiros lugares a
serem afetados, resultando em aumento da permeabilidade da célula e, eventualmente,
levando-a a lise.

Estes resultados corroboram os de Coral et al. (2013) que aplicou 0z6nio sobre
cianobactérias e afirmou que o 0z6nio apresentou acdo dose dependente. Em estudo
apenas com bactérias Gram-negativas, autores também afirmam a reducéo da populagdo
bacteriana proporcionalmente com o aumento do tempo de exposi¢do ao 0zonio (Dosti
et al., 2005). Para Olmez & Akbas (2009), os efeitos do ozbnio em relagdo a
concentracdo (0,5-4,5 ppm) e tempo de exposi¢do (0,5-3,5 min) sobre Listeria
monocytogenes também sdo proporcionais para a redu¢do microbiana.

A inativacdo por ozbnio é um processo complexo que ataca a membrana
celular e os componentes da parede e os componentes no interior da célula (por
exemplo, enzimas e &cidos nucleicos). Tanto o 0z6nio molecular como os radicais livres
produzidos pela sua reparticdo desempenham um papel nesse mecanismo de inativacao,
mas ndo ha consenso sobre qual deles é mais decisivo. O microrganismo é morto por
rompimento ou desintegracdo do envelope celular levando a fuga do conteido da célula.
Por isso, a interrupgdo ou a lise € um mecanismo de desativacdo mais rapido do que a
de outros desinfetantes que requerem que o0 agente desinfetante primeiro permeiem a

membrana celular, a fim de ser eficaz (Pascual et al., 2007).
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Ong & Ali (2015) analisaram o efeito do 0zonio sobre a mitocondria do fungo
Colletotrichum gloeosporioides e observou a degradacdo das mitocondrias ap6s 24
horas de tratamento com ozoénio (3,5 e 5,0 mL/L), utilizando microscopia eletronica de
transmissdo. Ong (2015) notou que, quanto maior a quantidade de ozoénio aplicado,
maior o dano mitocondrial, atingindo inativagcdo praticamente completa em tratamentos
com 5 ml/L de ozonio.

Assim, conclui-se que quanto maior a frequéncia e o tempo de aplicagéo, maior
o0 efeito de acdo bactericida. Recomenda-se a utilizacdo de gerador de alta frequéncia
como uma possivel alternativa para o tratamento de feridas crénicas, devido a sua acdo
bactericida. No entanto, torna-se necesséria a realizagdo de um trabalho in vivo para
verificar a resposta em um tecido biologicamente ativo, verificando a possibilidade de

tratamento com o gerador de alta frequéncia.
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5.

Concluséao

Ap0s a andlise dos resultados conclui-se:

O tempo e a frequéncia comportam-se de forma dependente, revelando que
0 gerador de alta frequéncia tem acéo bactericida dose-dependente e tempo-
dependente.

A maior frequéncia testada (833Hz) com trés minutos de aplicacéo, foi a
que indicou maior acdo bactericida.

Os resultados diferem entre microrganismo Gram positivos, e Gram-
negativos. Sendo que em Gram-negativos hd uma maior agéo bactericida.
Sua utilizagdo nédo causa aumento da temperatura local apenas no eletrodo
de vidro.

A utilizacdo do gerador de alta frequéncia produz radicais livres. O
aumento da producgdo de radicais livres esta proporcionalmente associado
ao aumento da exposicdo ao gerador de alta frequéncia e inversamente

correlacionado com a reducéo de viabilidade.
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