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RESUMO

GOENAGA MAFUD, L. C. Estudo de viabilidade para descontaminacao de rim
para transplante utilizando liquido circulante. 2021. 82p. Dissertagdo (Mestrado
em Ciéncia) — Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sao
Carlos, 2021.

Transplantes de 6rgdos é um tema de grande relevancia em diversos aspectos. Ha
uma crescente demanda de centros especializados em fazé-los, porém ndo ha
suficientes doadores disponiveis. Os 6érgdos de pacientes com infecces onde o0s
antibiéticos ndo séo sificientes no tratamento, sdo descartaveis, diminuindo ainda
mais a disponibilidade. Por outro lado, os patdégenos que ali estdo, podem causar
problemas para o receptor devido a baixa imunidade necesséria de ser induzida para
evitar rejeicdo. Se tivermos um sistema e procedimentos para diminuir a carga de
microrganismos de um Orgdo a ser transplantado, ganhamos nas duas frentes:
aumenta-se a disponibilidade de 6rgdos e melhora-se o resultado dos transplantes.
Neste trabalho estamos demonstrando a viabilidade de podermos diminuir a carga
microbioldgica de rins para transplante utilizando técnicas fotbnicas, com auséncia
de produtos quimicos que podem levar a outras complicacdes. Utilizando a técnica
de utilizacdo de ultravioleta-C como agente fisico em liquidos circulantes,
pretendemos demonstrar a viabilidade de descontaminar rins, durante a fase de
perfusdo do 6rgdo, fato que ocorre logo apos a remocdo do doador, antes do
receptor. Para isto utilizamos um sistema de iluminacdo de UV-C em liquidos
circulantes com distribuicdo de luz perimetral, desenvolvido em nosso grupo.
Comecamos com a demonstracdo que somos capazes de diminuir a carga
microbioldgica do liquido de perfusdo durante sua circulagdo. Utilizando S. aureus
como modelo, fomos capazes de demonstrar que em menos de 40 min de circulagéo
e iluminagcdo, eliminamos a carga bacteriana do perfusado (5 log (UFC/mL)),
composto de custodiol comercial. Observa-se que a diminuicdo microbiana €
acentuada sem comprometer a integridade do perfusado ele mesmo. Em seguida,
criamos um modelo para verificar a possibilidade de diminuicdo, quando um tipo de
orgdo (modelo experimental renal) esta presente no circuito, liberando de forma

diferente uma certa taxa de microrganismos, a medida que se elimina na solugéo. O



resultado demonstra que eliminamos mais rapido do que se libera. Finalmente,
utilizamos um modelo ex-vivo com rim de porco, circulando em uma maquina do tipo
Lifeport, para demonstrar que podemos contaminar o 6rgao e em seguida promover
a eliminacdo da carga microbioldgica. Os resultados mostram grande viabilidade da
técnica, porém com a necessidade de acelerar a capacidade do liquido circulante
remover os microrganismos do 6rgdo. Indicativos de uso de ultrassom e controle de

temperatura, podem ser solucdes a serem testadas no futuro.

Palavras-chave: Radiacdo Ultravioleta-C. Descontaminagdo de rim. Inativacao
microbiana. Custodiol®. Transplante renal.



ABSTRACT

GOENAGA MAFUD, L. C. Viability study for kidney decontamination for
transplantation using circulating liquid. 2021. 82p. Dissertation (Master in
Science) — S&o Carlos Institute of Physics, University of S&do Paulo, S&o Carlos,
2021.

Organ transplants are a topic of great relevance in several aspects. There is a
growing demand of specialized centers to do this, but there are not enough donors
available. The organs of patients with infections where antibiotics are not sufficient in
the treatment are disposable, further reducing availability of organs. On the other
hand, the pathogens that are there can cause problems for the recipient due to the
low immunity needed to be induced to avoid rejection. If we have a system and
procedures to reduce the load of microorganisms from an organ to be transplanted,
we win on both fronts: the availability of organs is increased and the overall success
of transplants is improved. In this work we are demonstrating the feasibility of being
able to reduce the microbiological load of kidneys for transplantation using photonic
techniques, with the absence of chemicals that can lead to other complications.
Using the technique of Ultraviolet-C as a physical agent in circulating liquids, we
intend to demonstrate the feasibility of decreasing the microbial load in kidneys,
during the organ perfusion phase, a fact that occurs right after the donor removal,
before the recipient. For this we use a UVC lighting system in circulating liquids with
perimetric light distribution, developed in our group. We started with the
demonstration that we are able to decrease the microbiological load of the perfusion
liquid during its circulation. Using S. aureus as a model, we were able to demonstrate
that in less than 40 min of circulation and lighting, we eliminated the bacterial load of
the perfusate (5 log (CFU/mL)), composed of commercial custodial. It is observed
that the microbial decrease is accentuated without compromising the integrity of the
perfusate itself. Then, we created a model to verify the possibility of decrease, when
a type of organ (renal experimental model) is present in the circuit, releasing
differently a certain rate of microorganisms, while the procedure is applied to the
solution. The result shows that we eliminate faster than we release, living
accumulated microorganisms in the reservoir. Finally, we use an ex-vivo model with

pig kidney, circulating in a Lifeport machine, to demonstrate that we can contaminate



the organ and then promote the elimination of the microbiological load. The results
show great feasibility of the technique, but with the need to accelerate the ability of
the circulating liquid to remove microorganisms from the organ. Indications of the use
of ultrasound and temperature control, may be solutions to be tested in the future.
Keywords: Ultraviolet-C radiation. Kidney decontamination. Microbial inactivation.
Custodiol®. Kidney transplantation.
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OBJETIVO DESTA DISSERTACAO

O transplante de 6rgdos esta entre as técnicas mais promissoras para aumento de
longevidade e qualidade de vida dos seres humanos. A ciéncia de um modo geral,
tem permitido grandes avancos e tornado os transplantes técnicas rotineiras. No
entanto, ainda ha um grande descompasso entre a procura e oferta e ha muitos mais
necessitados do que doadores. Além disso, a rejeicdo de O6rgaos devido as certas
doencas é muito alta. Finalmente ha grandes avancos de complicacdes devido as
infecgdes transferidas do doador para o receptor.

Recentemente nosso grupo de pesquisa demonstrou, a capacidade de
descontaminacdo de pulmao para transplante, durante a perfusdo. Neste trabalho
queremos demonstrar as primeiras viabilidades das possiveis diminuicdes da carga
de microrganismos durante a perfusao de transplante de rins. Se bem sucedido, esta
técnica devera melhorar em muitas das condi¢cdes e disponibilidade de 6rgéos para
transplantes. Além disso, usamos técnicas que preservam a integridade do 6rgéao
bem como do paciente que recebera o 6rgéo.

Os experimentos aqui realizados sdo com modelos e deve precisar de subsidios

para 0s proOXimos passos.
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1 INTRODUCAO
As bactérias constituem um componente importante para a vida no planeta Terra.

Sé&o encontradas em qualquer ambiente e organismo, inclusive nos seres humanos.
Algumas delas s&o importantes para os hospedeiros e outras sao prejudiciais,
gerando doencas que em muitos casos podem ser fatais.' Devido ao seu
mecanismo de reproducéo rapida, sua multiplicacdo pode ser gerada em minutos ou
horas, elas se adaptam rapidamente as mudancas no ambiente e uma medida de

solucdo para controlar a multiplicagéo bacteriana s&o os antibiéticos.?>

O uso de antibidticos, para controlar a reproducao bacteriana, ndo tem sido tdo bem-
sucedido porque bactérias que sdo naturalmente resistentes a um ou Varios tipos de
antibiéticos sdo selecionadas gerando o grande problema da resisténcia
antimicrobiana e permitindo o progresso da infeccdo. Além disso, 0 uso
indiscriminado e irracional de antibiéticos significa que ha maior presséo seletiva e
que eles tém a oportunidade de aumentar os mecanismos de resisténcia aos

antibiéticos.*

Existem técnicas, jA consagradas no passado, para controlar ou eliminar
microrganismos, como o0 uso de luz ultravioleta (UV) para esterilizar materiais,
alimentos, agua, entre outros, que foram deixados de lado em vista da inativacédo
quimica.” A irradiacdo através da luz UV é uma técnica que usa radiacdo de 100 a
400 nm no espectro eletromagnético. Tem quatro sub-tipos de radiacdo UV podem
ser distinguidos: vacuo UV (100-200 nm), UV-C (200-280 nm), UV-B (280-315 nm) e
radiacdo UV-A (315-400 nm).® Demonstra-se que o mais microbicida é o UV-C,
neste caso, o UV-C sera usado, através de lampadas, provocando alteracdes em
biomoléculas, inicialmente das paredes e membranas celulares e até no material
genético de microrganismos, de forma a atingir a inativacdo microbiana, quanto as

suas func¢des de manutencao do organismo e/ou de replicacao.

Por outro lado, o transplante renal representa o tratamento adequado para pacientes
com doenca renal crbnica avancada (DRC). No entanto, a falta de Orgaos
disponiveis e a contaminacdo de Orgados por patdogenos que muitas vezes séo
resistentes a antibioticos, ndo permitem seu uso para doacdo e podem aumentar o

numero de pacientes na lista de espera e acionar seus nimeros de mortalidade.’
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Devido a tudo isso, a busca por novas formas de descontaminacéo e verificacdo da
viabilidade do uso da técnica para a descontaminacao de rins, torna-se a motivacao
deste estudo, que € baseado em testes que foram realizados utilizando luz UV-C
como agente microbicida atuando na etapa de perfusao dos liquidos circulantes em

pulmdes humanos, com sucesso.?

Para realizar o projeto de descontaminacdo de rins para transplante, foram
realizadas experiéncias in vitro de descontaminacao liquida (PBS) circulando com 5-
6 log(UFC/mL) de Staphylococcus aureus através do sistema de descontaminacao
por luz UV-C permitindo avaliar eficiéncia e integridade do liquido de perfusato. Foi
proposto um modelo de contaminagao renal in vivo em ratos com 7-8 log (UFC/mL)
de S. aureus e provas ex vivo de contaminacao e descontaminagéo de rins de porco
infundidos em uma maquina de perfusdo LifePort. As metodologias, resultados e
conclus@es parciais sdo apresentadas individualmente, por capitulos, para cada um

dos procedimentos mencionados acima.

7

A expectativa deste trabalho € eliminar ou reduzir a carga bacteriana do liquido
perfundido pelo érgdo e dos residuos bacterianos que permanecem no tecido do

mesmo, garantindo descontaminacdo bem-sucedida.

1.1 Motivacao para este trabalho

Nos ultimos anos, tem sido comprovado que hd um aumento de infec¢bes por
bactérias resistentes ou multirresistentes, causando anualmente mais de 700.000
mortes em todo 0 mundo.® Somado a isso, o grande niimero de 6rgdos que podem
ser transplantados como consequéncia da infeccdo por esses patdgenos prejudica
40.740 pessoas que estdo em lista de espera no Brasil para transplante de 6rgéos,™°
devido ao fato de que as infeccbes sdo a principal causa de morbidade.™

O transplante renal é atualmente uma atividade muito comum em paises grandes
como Estados Unidos, Brasil, india e China, melhorando assim a qualidade de vida
em pacientes com insuficiéncia renal irreversivel (doenca renal crénica ou DRC), que

se tornou um problema de satde publica global.*?



25

O Brasil € o segundo pais com mais transplantes de rins de doadores vivos e 0
quarto com mais doadores falecidos até o momento. Nos Ultimos seis anos (2012-
2018), a taxa de transplante desse O0rgdo permaneceu em 28,5 transplantes por
milhdo de populacdo (pmp), aumento de 10,3% na doacdo renal de doadores

falecidos e decréscimo de 32,9% nos doadores vivos.'°

Além disso, dados da Associacédo Brasileira de Transplante de Org&os indicam que
Séo Paulo é a cidade com mais pacientes em lista de espera para receber a doacéo
de um rim, com um total de 12.301 pessoas, dados que agregam importancia a
pesquisa.’® O aproveitamento de 6rgdo, mesmo que com certos patdégenos, pode

melhorar em muito a situacao.

Existe uma alternativa para o tratamento de infec¢Bes bacterianas ou fungicas em
doadores de érgaos sélidos vivos e ndo vivos antes do processo de transplante,
como o tratamento com antibidticos. Esses tratamentos sdo limitados a infecces
leves e especificas, como uma infeccdo local, como meningite bacteriana ou
endocardite, o doador vivo é tratado com terapia antimicrobiana por 48 horas ou
mais dias (dependendo do caso) e apls a infec¢do ser controlada clinicamente e

ndo existe contra-indicacdo para o transplante, o 6rgéo pode ser doado.****

Quando
0 paciente morre com sintomas de meningoencefalite ou qualquer doenca viral de
etiologia indeterminada, o 6rgdo ndo é considerado para transplante.’* Até o
momento, nenhum tratamento da infeccdo direta em érgaos, especificamente nos
rins, durante o processo de perfusdo foi registrado na literatura. Certamente, esta

possibilidade agregaria muito ao sistema.

Ha ainda, o crescente problema da resisténcia que certos microrganismos como as
bactérias, adquiriram aos antibiéticos. Estes microrganismos tém a capacidade inata
de encontrar novas maneiras de resistir aos tratamentos e podem transmitir material
genético que permite que outras bactérias se tornem resistentes aos
medicamentos.”®> Os virus que apresentam altas taxas de mutacdo, as quais
permitem uma evolucdo particularmente rapida,*® levaram & busca e necessidade de
novas técnicas ou alternativas para o tratamento das mesmas. Essas alternativas

correspondem a técnicas Opticas, como inativagao por radiacao por luz UV.

Com esta técnicas se tem a capacidade de inativar microrganismos com a presenca

de luz sem a necessidade de usar antibioticos que se ajustam em uma mutagao
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como no caso das bactérias ou mesmo expor o receptor & cargas elevadas de
microrganismos. Aliado a tudo isto, ainda temos o fato que naturalmente o érgao
carrega varios microrganismos, cuja diminuicdo antes do implante deve melhorar as

condi¢cBes de sucesso e melhorar as chances para o receptor.

1.2 Revisédo geral de conceitos
1.2.1 Rins

O rim é um o6rgdo pareado em forma de feijdo localizado entre o nivel da décima
segunda vértebra toracica e a terceira vértebra lombar.!” Cada rim tem cerca de 12

cm de comprimento, aproximadamente do tamanho de uma mao fechada (figura 1).

Entre as fungbes dos rins estdo regular a presséo arterial, 4gua, sédio, potassio,
acidez, minerais 0sseos e hemoglobina mas as fun¢bes principais sao filtrar o
sangue, remover residuos, controlar o equilibrio de fluidos do corpo e manter os
niveis certos de eletrélitos.'® Por outro lado, cerca de 22% do débito cardiaco vai
para os rins e cerca de 20% do plasma é filtrado, produzindo cerca de 170 L de
filtrado glomerular por dia e 99% disso é reabsorvido a medida que flui ao longo dos

néfrons, de modo que apenas 1,5 L de urina é produzida por dia.®



27

1. Rim direito

2 Glandulz adrenal

3 Arénarenal
Veia renal

_Pelve renal
Ureter

. Rim esquerdo

_ Pirédmide renal

I oo s

(S

Figura 1 - Estrutura dos rins.

Fonte: Elaborada pela autora.

Como mencionado acima, 0s rins removem residuos e isso ocorre em pequenas
unidades que sao os néfrons. Observa-se que é uma parte muito importante desses
orgéaos, por isso quando diz-se que, se os rins falham, é devido a doencas que estao
comprometendo esses néfrons. Como as doencas destroem lenta e silenciosamente
essas unidades, apenas com os anos de idade sdo descobertas irregularidades nos
rins e & ai que comegam 0s problemas renais. Tais problemas podem resultar de
doencas como doenca renal diabética, pressdo alta, hipertensdo, doencgas
glomerulares e doencas renais, hereditarias e congénitas, entre outros.’® Se essas
doencas piorarem, ocorrera uma perda gradual da funcéo renal gerando a DRC e
doenca renal terminal (DRT), onde apenas didlise ou transplante renal sera a
solucéo definitiva para os pacientes.®
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1.2.2 Perfusado derins

ApOGs a extracdo h& vérias fases importantes. A remoc¢do, 0 armazenamento e a
perfusdo de Orgaos até o transplante para o receptor alvo, sdo fatores importantes
para o sucesso do procedimento. Na maioria dos casos, o doador e o receptor ndo
estdo no mesmo hospital; portanto, o tempo se torna um elemento valioso para o
transporte do o6rgdo e isso implica que métodos eficazes, seguros e confiaveis
devem ser implementados para preservar o 0rgdo ex vivo até que o transplante
possa ser realizado. Por outro lado, a grande demanda de transplante atualmente
em andamento e a escassez de doadores também tornam necessario o
aprimoramento continuo das técnicas de preservacdo de 6rgaos, com o objetivo de
aumentar a viabilidade apés a doacdo até o transplante.?® O processo de perfuséo

consiste em substituicdo do sangue por uma solucéo de preservacao.

Uma das técnicas mais usadas no transplante renal é a preservacdo hipotérmica,
especificamente por meio de uma maquina de perfusdo hipotérmica (MPH). Foi
utilizado por Belzer e colaboradores em 1967, onde a combinacdo de perfusao
continua e armazenamento hipotérmico mostrou uma nova Vvisdo para preservacao

de 6rgdos, pois conseguiu preservar por 72 h rins de caninos com sucesso.?

A perfusdo de érgdos com a técnica MPH consiste em introduzir o rim em um
dispositivo que mantém um fluxo controlado continuamente ou pulsétil com solugdo
de preservacéao a frio (0-4 °C). Esse fluxo permite uma completa perfusdo do érgao,
além de limpar a corrente sanguinea dos microtrombos e facilitar a eliminacdo dos
produtos metabdlicos finais.?> A MPH tem beneficios como taxa reduzida de funcédo
tardia do enxerto (FTE) e tendéncia a melhorar a sobrevida global do enxerto em
comparacdo com outras técnicas de preservacdo hipodérmica nos rins.?® Além
disso, eles prolongam a vida atil do 6rgdo extraido, diminuindo a taxa de

metabolismo e as demandas de oxigénio em baixa temperatura.?*

A solucdo de perfusdo usada para esta técnica de HMP é a solucéo de Custodiol®
ou HTK. E uma solucdo do tipo intracelular, praticamente livre de calcio e com
concentragfes muito baixas de sodio, incorpora manitol e histidina como substancias
impermeabilizantes (tém um efeito tampdao) e incorporam triptofano e cetoglutarato,
que sdo protetores e estabilizadores da membrana celular.?? A premissa de nosso

trabalho, é que durante a perfusdao, um elevado nimero de microrganismos contido
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no orgao poderdo ser removidos e ficaram em solugéo. Se fizermos a circulagéo do
liguido promovendo sua descontaminacdo, teremos consequentemente um 6érgao

menos contaminado.

1.2.3 Maquina de perfuséo LifePort® Kidney Transporter

Lifeport é fabricada nos Estados Unidos da América pela Organ Recovery Systems e
tem a funcdo de ser utilizada para a perfusdo continua hipotérmica de rins em
maquina. A LifePort € um dispositivo de transporte portatil concebido para manter
um rim transplantavel em condi¢@es frias e assépticas, enquanto perfunde o mesmo
simultaneamente. Sua parte superior, tem um alojamento plastico isolado que
protege o rim e o perfusato dentro de um Circuito de Perfusdo descartavel “cassete”.
De forma geral os componentes da LifePort sdo mostrados na figura 2 que incluem
um recipiente de gelo, superficie de bomba, quatro baterias de ions de litio,
eletronica, detectores de bolhas, sensores, painel de controle e display externo.

O equipamento é projetado para integrar com o ambiente clinico utilizando
suprimentos prontamente disponiveis, requisitando minima interven¢cdo do usuério e
também sendo facil de utilizar. Uma vez que o recipiente de gelo estiver
corretamente carregado, mesmo quando a LifePort estiver desligada, ela mantera os
rins hipotérmicamente no mesmo nivel que os métodos de armazenagem estaticos

convencionais (saco de gelo).

e Superficie
Circuito de de Bomba

Perfusao Detectores

Recipiente de Bolhas
de Gelo = o .

Algas Ergonomicas

Painel de
Controle

Display T s
Externo rava de
Seguranga
Cobertura
Isolante

Figura 2 - Partes da LifePort® Kidney Transporter.

Fonte: LIFEPORT...”®
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O sucesso do uso desta maquina de preservacédo rim utilizando a perfusdo continua,
séo apresentados em diferentes trabalhos onde explicam que as condigdes do rim
para transplante melhoram.?**® Aumenta o sucesso do procedimento por ser a
magquina e o liquido de alto custo, o procedimento ainda é pouco usado no Brasil,

fazendo uso do método convencional de banho de gelo.

Um estudo importante, que verifica a viabilidade do uso desta técnica para a
descontaminacédo de 6rgédo, foi a descontaminacao dos liquidos circulantes durante a
perfusdo de pulmdes humanos utilizando luz UV-C como agente microbicida, com
sucesso.? Nesse estudo, a irradiagdo UV-C foi adicionada a um método para o
tratamento de pulmbes de doadores humanos infectados com VHC (virus da
hepatite C) prevenindo a transmissdo do VHC com os métodos de eliminacgéo viral
fisica durante a perfuséo pulmonar normotérmica ex vivo (EVLP).® Como as técnicas
de perfusdo visam preservar a viabilidade dos 6rgdos desde a doacdo até o
transplante, elas sdo realizadas em enxertos de 0Orgdos previamente aos
procedimentos de transplante, o que nédo introduz etapas adicionais ao proprio

transplante e, portanto, ndo compromete a seguranca do procedimento.

1.2.4 Staphylococcus aureus

S. aureus € uma bactéria que pertence a familia Micrococcaceae, esférica, em forma
de coco com diametro aproximadamente de 0,5 a 1,5 um. Eles podem aparecer em
diferentes formas como isolados, em pares, em cadeias curtas ou agrupados
irregularmente devido a sua divisdo celular. Outra caracteristica € que eles sdo ndo

esporulados, ndo encapsulados e anaerébios facultativos.*°

Esta bactéria Gram-positiva faz parte da microbiota humana normal e pode ser
encontrada no trato respiratorio e na pele de pessoas saudaveis. E um importante
patdgeno bacteriano humano que causa uma ampla variedade de manifestacdes
clinicas, como espinhas, celulite, pneumonia, endocardite, septicemia, meningite,
entre outras.*® Foi uma das primeiras bactérias controladas por antibiéticos como a
penicilina em 1940, mas devido ao seu grande potencial de evolugcéo e adaptacéao,
gerou resisténcia, tornando-se uma das espécies mais importantes de infeccdes

hospitalares e comunitarias.®
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Por outro lado, S. aureus pertence a um género que possui grande capacidade de
adaptacao, afetando todas as espécies conhecidas de mamiferos, inclusive roedores
comuns de laboratério.** E por isso que, gracas & sua facil propagacéo, elas podem
ser transmitidas de uma espécie para outra, sendo frequentes os casos humano-
animal e vice-versa.® Dai a importancia de se conhecer melhor esse patégeno, pois,
além dos animais, os mecanismos de invasdo também incluem fomitos e contato
pessoa a pessoa. Nos ultimos anos, a incidéncia de bacteremia por Staphylococcus
aumentou significativamente, uma vez que essa espécie aumentou sua frequéncia
de ocorréncia, tornando-se a principal causa de infecgbes na corrente sanguinea e
intoxicacdo alimentar. O S. aureus é um excelente modelo de microrganismo para

uso em laboratorio e também para demonstracées de acdes descontaminantes.

1.2.5 Radiacéo Ultravioleta e Descontaminacao

A luz solar tem um espectro continuo, onde encontramos divisdes atribuidas a um
determinado comprimento de onda (A): radiacdo ultravioleta (UV) (100-400nm),
visivel (400-780nm) e infravermelho (>780 nm).** A radiac&o ultravioleta é uma
radiacdo eletromagnética com A entre 100 e 400 nm, classificada como: UV-C (100-
290 nm), UV-B (290-320 nm) e UV-A (320-400 nm). A radiacdo UVA, por sua vez, &€

classificada em UVA1 (340-400 nm) e UVA2 (320-340 nm)* (figura 3).
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Figura 3 - Espectro eletromagnético de luz ultravioleta.

Fonte: Elaborada pela autora.

Desde 1980, comecou-se a falar sobre o UV como um potencial para a desinfecgcéao
da 4gua em substituicdo ao cloro, que é toxico para a vida aquatica.*® No trabalho
publicado por John em 1985, comeca a tratar a luz UV germicida e fungicida, que € o
nome alternativo de UV-C, capaz de inativar microrganismos.*” Atualmente, o UV-C

8

é usado para desinfetar materiais,® inativar microrganismos como bactérias que

causam doencas do tipo infeccdo hospitalar que devido a selecdo de espécies

39-40

resistentes a antibiéticos e até trabalhos que consistem em reduzir a carga

microbiana de diferentes alimentos, como vegetais, frutas, entre outros.****

O mecanismo de acédo do UV-C consiste na inducao de alteragcbes em biomoléculas,
inicialmente das paredes e membranas celulares e até no material genético de
microrganismos. A excitacdo eletrénica causada por UV-C promove rompimento de
ligagbes quimicas, produzindo dimeros de timina, entre outros produtos, inativando-
0s sem etapas intermediarias, destruindo sua capacidade de multiplicar, e
consequentemente interrompendo a acdo de causar doencas (figura 4).** Esse dano

fotoquimico nas células vivas de bactérias, virus, protozoarios, fungos, leveduras e
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algas € letal. O grafico a seguir mostra a relacdo entre o efeito germicida e o
comprimento de onda, mostrando um efeito maximo a 254 nm e diminuindo
aproximadamente a zero em 300 nm (figura 5).%°

Uv-C Antes Depois

>

Material genético

Microrganismos

Figura 4 - Mecanismo de ac¢do da UV-C.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 5 - Letalidade dos comprimentos de ondas UV.

Fonte: GONCALVES.*®
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O uso desse agente fisico para inativacao tem varias vantagens: sendo uma técnica
fisica, ndo se precisard armazenar, manusear, transportar ou armazenar produtos
guimicos ou toxinas poluentes para 0 meio ambiente e ao ser humano. O uso da
desinfeccdo por UV-C é facil para o operador, ocupa menos espaco para suas
pequenas lampadas e o tempo de contato para efetividade é curto em comparagéao
com outros métodos de desinfec¢do. Ao se usar UV-C, apesar de ser necessaria a
dose de energia muito pequenas (10 mJ/cm? a 1 mJ/cm?), ainda a radiacdo pode
causar danos ao meio que contém 0s microrganismos, causando efeitos

indesejaveis, este € uma desvantagem, mas que pode ser devidamente controlada.
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2 Objetivos deste trabalho

2.1

2.2

Geral

Avaliar a viabilidade do uso da radiacdo UV-C para a descontaminagéo de rim
através da irradiacdo de solucdo de preservacdo de oOrgdos durante sua

circulacao no processo de perfusdo de o6rgao.

Especificos

Avaliar a capacidade de descontaminacdo da solucdo de preservacao
contaminada com S. aureus circulando por meio de irradiacdo com luz
ultravioleta-C (UV-C) em 254 nm.

Avaliar a preservacdo de caracteristicas basicas de solu¢do de perfusao,
guando for submetida ao UV-C.

Desenvolver um modelo experimental in vitro, que tenha caracteristicas de
rim, para contaminacdo e descontaminacdo de liquido circulante de
preservacao de orgao variando parametros fisicos da perfuséo.

Avaliar a capacidade de descontaminacdo da solucdo de preservacao
circulando pelo rim de porco ex vivo infectado por meio de irradiacdo com luz
ultravioleta-C (UV-C) em 254 nm.
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3 Contaminacédo e descontaminacdo in vitro do liquido circulante

Neste capitulo, sdo apresentados os objetivos especificos, todos 0s processos
experimentais de contaminacdo por S. aureus no liquido circulante PBS (do inglés
Phosphate Buffered Saline, solugdo tampao fosfato-salino) e, em seguida, o
processo de descontaminacdo por irradiagdo UV-C no liquido que circula pelo
sistema desenvolvido, cada um desses processos é mostrado com seus respectivos

resultados, discussodes e conclusoes.

3.1 Objetivos especificos

e Avaliar a capacidade de descontaminacdo da solucdo de preservacao
contaminada com S. aureus circulando por meio de irradiacdo com luz
ultravioleta-C (UV-C) em 254 nm.

e Avaliar a preservacdo de caracteristicas basicas de solu¢do de perfuséo,

guando for submetida ao UV-C.

3.2 Metodologia
3.2.1 Microrganismo

As cepas utilizadas nos experimentos foram de Staphylococcus aureus, incubadas
em caldo Brain Heart Infusion (BHI) a 37 °C por 18 h com agitacéo orbital (Quimis®)
a 150 rpm. ApGs o crescimento microbiano overnight, as bactérias foram diluidas na
proporcao 1:10, foram incubadas por 4 h com agitacdo a 150 rpm e centrifugadas
(5202 Eppendorf®) a 3000 rpm por 10 min. O sedimento celular foi lavado com
solucéo salina tampéo de fosfato (PBS) (pH = 7,4) por centrifugacdo a 3000 rpm por
10 min. O sedimento celular final foi ressuspenso em PBS até uma densidade celular
de 5-6 log(UFC/mL) (Unidades formadoras de coldnias por mililitros), verificado pela

densidade 6ptica em 600 nm no espectrometro (Cary UV-Vis50, Varian).
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3.2.2 Sistema de descontaminacao

O sistema de descontaminacdo por luz UV-C foi desenvolvido pelo Laboratério de
Apoio Técnico da USP (LAT, Instituto de Fisica de Sao Carlos - Universidade de Sao

Paulo) (figura 7).

O sistema € composto por um compartimento tubular metalico contendo 4 lampadas
tubulares UV-C com emissdo a 254 nm, arranjadas simetricamente em torno de um
tubo de quartzo inseridas num suporte tubular que minimiza o espalhamento da
cavidade iluminada. Ao centro da distribuicdo geométrica das lampadas, um tubo de
quartzo autoclavavel conduz o fluido a ser descontaminado para préximo das
lampadas. O suporte tubular foi montado de forma que um sensor de seguranca
evite que ele seja ativado inadvertidamente, enquanto o suporte estiver aberto. Um
botdo do tipo “liga/desliga” esta disponivel na caixa com reatores adjacentes ao
sistema, de modo que os reatores alimentem as lampadas. Um conector de
alimentacdo AC bivolt (127 V/220 V) faz a alimentacéo externa do dispositivo a partir

da rede elétrica.

Além disso, as 4 lampadas emitem uma irradiancia total de 96 mW/cm? e dose
entregue ao sistema foi estimada, tendo em conta a geometria de entrega das

lampadas e o volume do tubo:

Para calcular a dose entregue ao sistema ou dose volumétrica, foi feita uma relacéo

dessa dose entregue com a dose superficial:

Dose Superficial de UV-C é igual:

dE

- (3.1)

Dyy =

onde, E é a energia e A é o elemento area da superficie da lampada irradiando o
tubo.

Se isolamos E,

dE = D,dA (3.2)
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Para determinar a dose, temos que a area considerada seré equivalente a secao de
area da lampada cuja radiacdo atinge o tubo, conforme representado na figura 6.

Entdo a area sera igual a:
A - ZQTLIL (33)

Onde 0 é o angulo entre o eixo que liga o centro da lampada ao centro do tubo e a
linha que indica a maxima amplitude da radiacdo que atinge o tubo, 1; é o raio da

lampada e [; é o comprimento da regido irradiada do tubo, equivalente ao

comprimento da lampada. Cada uma destas variaveis sao apresentadas na figura 6.
A partir disso, obtemos da equacao 3.2 a energia total entregue em fungéo da dose

de luz, conforme mostra a equacéo 3.4.
E - DUV 29 rLlL (34)
A dose (Dyy) também pode se reescrever da seguinte forma:

dE

Dyy = a4 dst (3.5)

Onde d)s representa a intensidade superficial de luz ou irradiancia, e t o tempo.

Substituindo a equacao 3.5 em 3.4:
E - (1)5 26 TLlL t (36)

Agora, o interesse € calcular a densidade de energia entregue por volume e néo por
area, ou seja, a Dose Volumétrica (D,) de energia de entregue. Fazendo uma
relagdo entre a dose superficial e volumétrica, a equacéo fica:

dE. E

Dy=—= — .
vES ST (3.7)

Onde E é a energia e V € o volume de liquido no sistema.
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lampada (L)

«— || —

4 lampadas da fonte UV-C
= . Tubo quartzo

lampada

Figura 6 - Geometria das lampadas e tubo de quartzo.

Fonte: Elaborada pela autora.

Assim, Substituindo a equacdo 3.6 em 3.7, a Dose Volumétrica (D,) de energia

entregue sera:

D _E ds20m it
Ty %

(3.8)

Tendo em conta a figura 6, se pode assumir que:

* Ajrradiancia de UV-C para 1 lampada ¢s = 0,024 W/cm?

*  Airradiancia de UV-C para 4 lampadas ¢s = 0,096 W/cm?
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s
* 20=36°= = 0,597 rad

1, =0,8cm

[, =11lcm

Substituindo os dados anteriores, a equacéao 3.8 fica:

(0,096% )(0,597 rad)(0,8 cm)(11 cm) ¢
DV -
%

(3.8)

Dy = (22)¢ (3:8)

Como D, tendo como unidade J/cm?.

Entdo a dose total entregue dependera do volume do liqguido e o tempo de

irradiacao.

Por outro lado, o sistema também esta composto por um circuito de tubos de silicone
e uma bomba peristaltica (WP10, Welco, Japdo) com um fluxo de perfusdo continuo
de 200 mL/min. Os tubos de silicone conectam a bomba a um reservatorio de liquido

gue passam pelas lampadas.

3.2.3 Descontaminacéo de S. aureus em PBS

Apés o in6culo atingir a quantidade de log desejada (5-6 log(UFC/mL)), 3 mL da
bactéria foi misturado em 1 L de PBS com pH 7,4 e circulou através do sistema de

descontaminacgéo de luz UV-C.
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Figura 7- Esquema para sistema de descontaminagédo UV-C. a) A solucéo a ser descontaminada foi
mantida em reservatorio, Circuito de perfusdo (Cassete). b) do reservatério, a solugao é
bombeada através do circuito, ¢) onde é irradiada pela fonte de luz UV-C e envia enviada
de volta ao reservatério através do rim. A fonte de luz UV-C (c, d) é composta por quatro
lampadas que irradiam um tubo de quartzo (e) por onde flui a solu¢é@o de preservacéo, que
pode ser vista pela vista lateral (f).

Fonte: Elaborada pela autora.

Uma amostra de 0,3 mL foi coletada no tempo zero, quando a fonte de luz UV-C foi
ligada no sistema, as amostras foram coletadas a cada 20 minutos e apos duas
horas, as amostras foram coletadas apenas a cada hora, até completar 4 horas de
irradiacdo. Ap6s a coleta de cada amostra, foi feita uma diluicdo seriada 107,
seguido de plagueamento em triplicatas em placas de Petri com meio BHI e
incubadas a 37°C, passado 24 horas de crescimento foi realizada a contagem

bacteriana (figura 8).

Este experimento foi realizado em trés ocasifes, sendo com coleta em triplicata, e
da mesma maneira os respectivos controles de cada experiéncia foram realizados

sem a presenca de luz UV-C.
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Figura 8 — a) Contagem de bactérias de placas Petri dos grupos irradiados com luz UV-C e b) placas
do grupo controle.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.2.4 Testes para determinar alteracdes no liquido de preservacdo Custodiol®
ou HTK

Para investigar as alterac6es no liquido, uma amostra do liquido de preservacao
(Custodiol®) foi coletada nos tempos de 1 h, 2 h, 3 h e 4 h de irradiacéo e foi
realizado um espectro de absorbancia (Cary UV-Vis50, Varian) entre as regides
de 270 nm e 500 nm.

Além disso, foi feito um teste de citotoxicidade do Custodiol®, utilizando células
fibroblastos dérmicos neonatal (HDFn, ATCC) cultivadas em meio de cultura
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM - Vitrocell) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB, Vitrocell). As células foram semeadas em placas de 96
pocos num total de 104 células por poco e foram deixadas para aderir na placa
por 24 h. Em seguida foram feitas incubacdes em triplicata com amostras de
Custodiol® durante a circulacad e irradiacdo do liquido, que foram coletadas em
diferentes tempos do protocolo de irradiacao correspondentes 10 min, 20 min, 30
min, 40 min, 50 min, 60 min, 2h, 3 he 4h.

A placa foi incubada por 4 h em temperatura de 4°C. ApGs esse periodo 0s pogos
foram lavados 2x com tampéao fosfato salino (PBS) e foi realizado um teste
colorimétrico para viabilidade celular (MTT — Sigma). As células foram incubadas
com o meio sem fenol com 10% da solucdo de MTT por 4 h. ApGs a incubacéao, a
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absorbancia foi lida em 590 nm e as médias e desvio padrdo dos valores de
viabilidade celular foram plotados em gréficos no Origin Lab.

3.3Resultados e discussao

As figuras a seguir representam as médias dos resultados obtidos, observando a
guantidade unidades formadoras de col6nias (UFC) crescidas de S. aureus para
diferentes tempos de coleta durante um total de quatro horas de irradiagcdo. Os
gréaficos foram feitos em funcéo da dose e foi calculado usando, D =ti. Onde, D é a

dose em (J/cm?), t é o tempo em (s) e i é a Irradiancia em (W/cm?).

Entdo, Irradiancia = 0,58 mW/cm? e os diferentes tempos de coleta em doses

ficaram:

Tabela 1 -Tempos de coleta de amostras irradiadas convertidas em doses.

Tempos de Doses
coleta (min) (J/lcm?)
2,5 0,08004

5 0,174
7,5 0,25404

10 0,348
12,5 0,42804

15 0,522
17,5 0,609

20 0,696

30 1,044

40 1,392

Continua



Continuacao

60 2,088
80 2,784
100 3,48
120 4,176
180 6,264
240 8,352

Fonte: Elaborada pela autora.
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A figura 9 mostra o comportamento da bactéria sem irradiacdo como controle e

irradiada com luz UV-C em funcéo das doses de entregue de UV-C, evidenciando a

reducdo maxima da mesma em PBS.
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Figura 9 - Quantidade de log (UFC/mL) de S. aureus recuperados em 4 horas. Em vermelho S.
aureus irradiada com UV-C e em preto o controle sem irradiacéo.

Fonte: Elaborada pela autora.

A curva da figura 9 em preto, mostra que na auséncia de acdo descontaminante, ha
um aparente aumento da carga microbiana com os tempos longos. O aumento de
quase 1 log para tempos de 2 h (4 Jicm?), pode ser compativel com a multiplicacéo

final da carga microbiana em solugéo.

Como evidenciado na figura 9, aos 30 minutos de irradiacdo, houve reducdo na
presenca das bactérias no liquido circulante em aproximadamente 100%. Os
experimentos foram repetidos nas mesmas condicbes apenas por 30 minutos de

exposicao a luz UV-C e coletando amostras a cada 2,5 minutos.



47

A figura 10 demonstra a média da carga microbiana em unidades formadoras de

colonias em funcao das doses de luz entregue, apresentando uma reducao de mais

de um decimal (90% aproximadamente) em 10 minutos de irradiacao (figura 10).
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Figura 10 - Quantidades médias de S. aureus coletadas em 30 minutos. Em vermelho S. aureus
irradiada com UV-C e em preto o controle.

Fonte: Elaborada pela autora.

Notamos que ao atingir 0,428 J/cm? (tempo = 12,5 min) j& havia ocorrido a reducéo

de carga microbiana em 99,999% (praticamente eliminacéo total). Isto demonstra

grande eficiéncia no procedimento de descontaminagéo do liquido de perfusdo em

processo circulante. Para observar de forma mais clara o intervalo de redu¢cao menor

do que 0,428 J/cm?, um experimento mais detalhado nesta regido foi realizado como

mostrado na figura 10. A diminuicdo € acentuada ja para doses baixas e deve ter
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uma dindmica de eliminacdo que vai além de um mecanismo exponencial simples.
Em primeira aproximag&o poderiamos pensar que a carga microbiana obedece uma
equacao de tipo:

dCu

E = Y (39)

: . , 1 .
onde, C, € a carga microbiana e Y € uma constante (Y= I ), onde Dy € a dose.
0

Isso resultaria em uma dependéncia exponencial com a dose (D = Ct). Isto

corresponderia a um grafico linear na escala logaritmica, fato que ndo € verdade de
um modo geral. Poderiamos dizer que para tempos curtos, ou seja, para doses

menores do que 0,4 J/cm?, o gréfico é aproximadamente linear resultando em:

-D, J

J
5= -12,5D (—=
C(D)~ C, ePoen® = C(D)~Cye 125P (Gu2) (3.10)
onde C é concentracao apoés aplicacdo de uma dose D, Cy é contaminacéo inicial.

Significando que mesmo com baixas doses a diminuicdo é consideravel. O valor de
Do ~ 0,08 J/cm? mostra que o decaimento da carga microbiana atingida com 0,08

Jlcm?j& é de aproximadamente 63%.

O fato de ndo termos uma dependéncia exponencial para todas doses, significa que

a funcéo pode ser melhor representada por algo como:

D
C= Cye D [1+f(D)] (3.11)
onde D é dose, Dy é dose minima e f(D) corresponde a uma funcao da dose.

Esta funcéo f(D) é positiva, tem como limite:

lim f(D) =0

lim (D)
e que leva em conta toda uma dinamica do processo de aderéncia e liberacdo de
microrganismos bem como sua multiplicagdo, e ndo é o objetivo deste trabalho
determinar f(D), mas isto podera ser feito no futuro. O efeito representado pela

funcéo f deve ser minoritario.
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Nos experimentos in vitro de descontaminacdo de PBS circulante, com apenas uma
dose de aproximadamente 1,3 J/cm?, é possivel reduzir 100% das bactérias que
circulam no liquido (figura 9). Esta dose € atingida em 40 minutos de irradiacdo com

UV-C. Comparando com diferentes estudos,*°

um deles, mais recente por
Amasino et al., Realizou descontaminacdo por UV-C de solucbes parenterais e
conseguiu eliminar 100% da carga microbiana com uma dose de 3,4 J/cm? em 30
minutos apoOs a irradiacdo e cargas iniciais de microrganismos de 2,49 log

(UFC/mL).>°

O resultado mais importante deste estudo é que ficou demonstrada a capacidade do
sistema em descontaminar o liquido circulante quando este esta acoplado ao
sistema UV-C de descontaminacdo. Esta é uma etapa importante para qualquer

procedimento seguinte.

O tempo de descontaminacdo € um parametro importante pois, a desinfeccdo do
orgao tem que ser realizada dentro de tempo habil de permanéncia na maquina.
Sendo capaz de promover uma descontaminacdo majoritaria ao redor de 40 min,
este quesito fica plenamente preenchido. Resta avaliar se o UV-C causou alguma

alteracao prejudicial ao liquido de perfusao.

Para investigar as alteracbes no liquido, uma amostra do liquido de preservacéo
(custodiol®) foi coletada e analisada no espectro de absorbancia (ver descricdo
3.2.4.) (figura 11), mostrando degradacao, alterac6es muito evidentes no grafico nas
bandas largas do liquido apos de 4 h de irradiacdo comparada com o controle sem

irradiar.
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Figura 11 — Espectro de absorbancia do Custodiol® irradiado utilizado durante a 4h de circulagao do
liquido pelo sistema.

Fonte: Elaborada pela autora.

Por outro lado, também foram feitos testes de toxicidade, para saber se o UV-C
causava alguma alteracdo em células (ver descricdo 3.2.4.). Foi utilizado como
controle fibroblastos (HDFn) com o meio ideal de cultura para as células, uma
amostra do liquido de preservacdo (Custodiol® HTK) (sem irradiacdo), e as amostras
de liquido irradiadas durante a circulacao pelo sistema de descontaminagdo foram
coletadas cada 10 min até completar 1 h e depois cada hora até completar as 4 h de
descontaminagdo. As amostras foram depositadas numa placa de 96 pocgos
colocadas para incubar em temperaturas de 4° C, mantendo a temperatura do
liquido de preservacao utilizado durante a perfusao (Figura 12).
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Figura12 — Citotoxicidade do liquido de preservacéo (Custodiol® HTK) em fibroblastos durante 4 h
de circulagao do liquido pelo sistema.

Fonte: Elaborada pela autora.

O gréfico da figura 12 evidencia as absorbancias das diferentes amostras do liquido
de preservacédo irradiado nos diferentes tempos. A amostra HTK sem irradiacdo
apresentou uma absorbancia um pouco menor da absorbéncia do controle. Com
relacdo ao controle das amostras do liquido coletadas durante os primeiros 50 min
de irradiacdo e inoculadas nas células apresentaram maior viabilidade e apés de 1 h
de irradiacdo essa viabilidade comecou a diminuir. Os valores mais baixos de
viabilidade nas células foram coletados nos tempos de 2 h e 3 h de irradiagdo do
liguido com absorvancias menores a 0,2. Curiosamente na ultima hora de irradiacéo,
ou seja, as 4 h de descontaminacéo, a viabilidade aumentou com uma absorbancia
maior a 0,4.



52

3.4 Conclusdes parciais

A descontaminacdo em liquidos translicidos como PBS através da irradiacdo UV em
comprimentos de onda de 254 nm com doses minimas de 1 J/cm? é suficiente para
eliminar altas cargas bacterianas de S. aureus em periodos de tempos curtos de 30
minutos. Por outro lado, mostra-se que ocorrem alteragbes no liquido de
preservacao durante e apos da irradiagdo com UV-C durante 4 h de circulacdo pelo
sistema de descontaminag¢do, mas que ndo causam no tempo considerado de 1 h

toxicidade aparente a célula.
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4 Simulagdo in vitro com modelo experimental renal variando o0s
para@metros fisicos da perfusdo em processo de contaminacdo e

descontaminacao

Neste capitulo é apresentado o objetivo especifico que consiste em desenvolver um
modelo experimental de rim para contaminacdo e descontaminacdo de liquido
circulante de preservagcdo de 6rgdo variando parametros fisicos como temperatura

com seus respectivos resultados, discussoes e conclusoes.

4.1 Objetivos especificos

e Desenvolver um modelo experimental in vitro, que tenha caracteristicas de
rim, para contaminacdo e descontaminacdo de liquido circulante de

preservacao de orgao variando parametros fisicos da perfuséao.

4.2 Metodologia

4.2.1 Microrganismo
As bactérias S. aureus foram preparadas seguindo a descricao 3.2.1.
4.2.2 Sistema de descontaminacao

Em busca de novas formas de eliminar mais carga bacteriana que permanece no
orgdo sem altera-la, foi desenhada uma metodologia que incorporou a solugcédo de
preservacdo (Custodiol) circulando por um modelo experimental de 6rgdo e
alterando parametros fisicos como a temperatura do liquido circulante. Inicialmente,
0 modelo experimental (feito de uma esponja dentro de seringas) foi adaptado ao
sistema de descontaminagdo (ver descricdo 3.2.2) (Figura 13). Optamos pela
escolha de uma esponja de cozinha comercial como modelo porque a funcéo
principal é absorver liquidos, fazendo retencdo mecénica e além disso, a esponja
estruturalmente apresenta poros, sendo empregada para simular a filtragem do rim.

Temos que demonstrar a capacidade de contaminar e descontaminar tal modelo.
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Figura 13 - Sistema de descontaminacéo por luz UV-C. a) modelo experimental para simular o rim, b)
fonte de luz UV-C, ¢) bomba peristaltica.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.3 Descontaminacdo de S. aureus modelo experimental de rim

Apbs o inéculo atingir a quantidade de log desejada (5-6 log(UFC/mL)), 0,4 mL da
bactéria foi inoculado no modelo, a fim de fluir para o sistema e atingir a esponja
causando primeiro sua contaminagdo. Cada experimento foi realizado em trés
condi¢cbes: 1) temperatura ambiente (25° C - 27° C), 2) temperatura baixa (15° C -
17° C) e 3) temperatura alta (36° C - 38° C). Cada uma destas temperaturas foi
monitoradas com um termdmetro digital (Minipa tipo vareta Mv-363) e um
termdémetro infravermelho (Minipa mt- 350). Para manter a temperatura baixa, 0
modelo de rim foi submerso em gelo durante todo o experimento e para manter o
modelo de rim em temperaturas altas, o modelo foi submerso em banho de maria

sobre uma chapa aquecedora (Gehaka AA-840).
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Uma amostra de 0,3 mL foi coletada no tempo zero, assim que a fonte de luz UV-C
foi ligada, as amostras foram coletadas nos tempos 5, 10, 20, 40, 60 e a cada 60 min
por 4 h de perfusdo e descontaminacdo por UV-C. Todas as amostras coletadas
foram ressuspensas e diluidas 10° com PBS e todo e cada teste com diferentes
condi¢cdes de temperatura foram realizados em triplicata e da mesma forma os
respectivos controles para cada teste foram realizados sem a presenca de luz UV-C.
Em seguida, foi realizado ultrassom (Maxsonic D-40XAE CTA do Brasil) por 20
minutos com temperatura de 27° C, na esponja extraida das seringas que formavam
o fantoma, para tentar remover as bactérias aderidas e por ultimo, foi realizado um
SWAB na esponja ap0s o0 ultrassom para monitorar a carga microbiana que

permanece apds o processo de descontaminacao circulante.

Este experimento foi realizado em trés condigbes e com triplicata das amostras para
contagem de UFC/mL e da mesma maneira 0S respectivos controles de cada

experiéncia foram realizados sem a presenca de luz UV-C.

De modo geral, em funcdo do tempo, apds de instalar o modelo renal e adicionar o
liquido de perfuséo dentro do sistema o experimento foi feito durante um intervalo de
tempo que comeca desde a adicdo do liquido de perfusdo no modelo, seguida
adicdo de bactéria no liquido até a coleta das amostras irradiadas por UV-C como

apresenta a figura 14.
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I Smm 1 Omm (TO) Il1 260?1”1 (T8)
I l l 1 I 1
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liquido liguido sem

uv-c com UV-C

Figura 14 — Metodologia em fun¢éo do tempo do experimento.

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.3 Resultados e discussao

A inibicdo do crescimento de S. aureus no modelo renal adaptado ao sistema de
descontaminacédo de luz UV-C, foi analisada pela contagem do nimero de UFCs de
maneira dependente da dose até 4 h e os resultados mostrados na figura 15. O
comportamento do crescimento bacteriano nos experimentos controle com diferentes
condicbes de temperatura foi mantido entre 5 e 6 logs (UFC/mL). Nenhuma
diferenca significativa foi encontrada nas diferentes faixas de temperatura testadas.
Reduc¢bes bacterianas de 100% sao geralmente observadas apds 120 minutos de
irradiacdo a temperatura ambiente e baixas temperaturas com uma dose de luz UV-
C de 3 J/cm?.
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Figura 15 - A inibicdo do crescimento de S. aureus com 4 h de radiacdo UV-C. Temperatura
ambiente (T.Am.) em preto, temperatura baixa (T.B.) em vermelho e Temperatura alta
(T.A.) em cinza.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Apbés cada experimento irradiado e controle, a esponja isolada (modelo
experimental) foi colocada em dispositivo de agitacdo ultrassénica (Maxsonic D-
40XAE, CTA do Brasil) durante 20 min a 27°C, para tentar retirar a maior quantidade
de S. aureus do material. A inibicdo do crescimento bacteriano foi analisada pela
contagem do numero de UFCs de maneira dependente da dose, conforme mostrado
na figura 16. Todos os dados foram divididos em fluxo de saida e fluxo de entrada do
modelo renal. Apds do ultrassom ha liberacdo de 3 logs (UFC/mL) de bactérias da
esponja nos testes de alta temperatura em relagéo ao controle, 2 logs (UFC/mL) em
baixas temperaturas e 3,5 logs (UFC/mL) de S. aureus em temperatura ambiente,

também mostrando crescimento uniforme em amostras de fluxo de entrada e saida.

7

Entrada fluxo Saida fluxo

Figura 16 - Inibicdo do crescimento de S. aureus na amostra apds ultrassom. Temperatura Alta
controle (T.A.C) e Temperatura alta irradiada (T.A.l) na cor preta; Temperatura baixa
controle (T.B.C) e Temperatura baixa irradiada (T.B.l) em cinza Temperatura ambiente
controle (T.Am.C) e Temperatura ambiente irradiada (T.Am.l) em vermelho.

Fonte: Elaborada pela autora.
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O crescimento bacteriano observado apds a coleta de amostra por esfregaco de
swab feita na esponja (figura 17) mostra uma recuperacdo de 3-4 logs (UFC/mL)
aproximadamente apds o liquido ser irradiado por 4 h com luz UV-C. Também
mostrando um crescimento uniforme nas amostras de fluxo de entrada e saida,
exceto em temperatura ambiente irradiada na saida de fluxo que ndo apresenta

crescimento bacteriano.

7 T T " T T T | '

log,o(CFU/mL)

Entrada fluxo Saida fluxo

Figura 17 - Inibicdo do crescimento de S. aureus na amostra apdés Swab na esponja. Temperatura
Alta controle (T.A.C) e Temperatura alta irradiada (T.A.l) na cor preta; Temperatura
baixa controle (T.B.C) e Temperatura baixa irradiada (T.B.I) em cinza Temperatura
ambiente controle (T.Am.C) e Temperatura ambiente irradiada (T.Am.l) em vermelho.

Fonte: Elaborada pela autora.

Além disso, foi observado o crescimento bacteriano apos a coleta por swab feita na
seringa que compds o modelo renal (figura 18), mostra uma recuperacao de 3-4 logs
(UFC/mL) aproximadamente ap0s o liquido ser irradiado por 4 h com luz UV-C nas
diferentes temperaturas na entrada do fluxo e também mostra uma recuperagéo de
2-3 logs (UFC/mL) aproximadamente nas diferentes temperaturas na saida do fluxo.
O crescimento é uniforme nas amostras do fluxo tanto na entrada como na saida,
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exceto em temperatura ambiente irradiada na saida de fluxo que apresenta o menor

crescimento bacteriano.

log,(CFU/mL)

Entrada fluxo Saida fluxo

Figura 18 - Inibigdo do crescimento de S. aureus na amostra apés Swab na seringa. Temperatura
Alta controle (T.A.C) e Temperatura alta irradiada (T.A.l) na cor preta; Temperatura
baixa controle (T.B.C) e Temperatura baixa irradiada (T.B.I) em cinza Temperatura
ambiente controle (T.Am.C) e Temperatura ambiente irradiada (T.Am.I) em vermelho.

Fonte: Elaborada pela autora.

Ao analisar todos os resultados deste capitulo, se observa que permanecem
microrganismos retidos no modelo renal. Ao passar o liquido circulante que esta
sendo descontaminado pelo sistema de UV-C, ocorre a liberacdo de mais
microrganismos no liquido conforme a concentracdo microbiolégica diminui. Porém,
a eliminacdo de microrganismos ocorre mais rapidamente que a liberacdo dos
microrganismos retidos. Entdo temos a variacdo da concentragdo microbiana
depende da dose:
dCu

—5 = ~YCu+ L(D) (4.1)
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1
onde C, é a carga microbiana em solucédo, Y € uma constante Y = (D—) eL(D) ¢é a
0

taxa de liberacdo que também depende da dose (pois a liberacdo depende da

guantidade de microrganismos eliminados).

Ocorre que pelo demostrado, o que se esta eliminando (-y C,) € inicialmente maior

do que o liberado (L), ou seja, eliminacdo supera a liberacdo e, portanto, ha
decaimento. Porém como a liberagdo é baixa, muitos microrganismos ficam retidos
no reservatério do modelo de rim. Isto mostra que a dindmica de liberacdo-
eliminacdo precisa ser melhor balanceada. Isto € necesséario jA que o alvo da
descontaminacdo € o 6rgdo e apenas a descontaminacdo da solucdo ndo € um

resultado satisfatorio.

Por outro modo, temos que as bactérias, devido a sua sensibilidade aos antibidticos,
foram capazes de desenvolver estratégias para sobreviver e uma delas é a formacéo
de biofilmes, onde S. aureus é uma espécie lider.>>™? Esses biofilmes ajudam esses
microrganismos a aderir as superficies e resistr a ameacas ambientais,
desinfetantes quimicos e até a radiacdo UV que danifica as células.®® A
determinacao desses tipos de fatores ou condi¢Bes bacterianas é importante quando
se utliza ferramentas de descontaminacdo, como irradiagdo UV, para inativar
patégenos. Estudos como os de Bae e Lee® demonstram que para inativar 2 ou 3
log (UFC/mL) de cepas de bactérias como Escherichia coli O157: H7, Salmonella
typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes e Staphylococcus
aureus inoculados na forma de biofilmes em superficies de polipropileno e aco
inoxidavel, sdo necessarios mais de 1 J/cm?, enquanto no estudo de Hadjok et al.,>
para desativar a mesma quantidade de log (UFC/mL) de Salmonella pulverizada em
alface, sem a presenca de biofilmes, foram necessarios aproximadamente 0,038
Jlcm?. Embora sejam experimentos com diferentes delineamentos experimentais,
seu objetivo acaba sendo o mesmo, mostrando a importancia quanto ao fato de

esses microrganismos serem ou néo protegidos por biofilmes.

Finalmente, as bactérias geralmente preferem crescer nas superficies de substratos
disponiveis, com condi¢fes ideais para seu habitat a crescer em fases aquosas.®
Esse mecanismo de selecdo esta envolvido com a ades&do bacteriana e € um

processo complexo porque envolve muitos fatores, como fatores ambientais,
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condicdes de fluxo associadas, presenca de proteinas ou antibioticos seéricos,
propriedades bacterianas, caracteristicas da superficie do material, entre outros,>” o
gue explica os desafios encontrados pelo modelo de inativacdo deste estudo para

reduzir a carga microbiana que permanece no orgao.
4.4  Concluséao parcial

A descontaminagdo em liquidos com altas concentra¢des bacterianas continua tendo
resultados satisfatorios em tempos curtos de irradiacdo, mas as colonias de S.
aureus que ficaram retidas no modelo experimental de rim ndo estdo sendo
eliminadas. Esse resultado pode estar relacionado com parametros como a
intensidade do fluxo e a aderéncia das bactérias nas paredes ou poros do modelo.

Por outro lado, a retencdo de microrganismos pelo modelo de rim mostra que, uma
vez que a liberagdo € lenta, o processo de descontaminacdo do “6rgao” ainda néo é
eficiente. O aumento da temperatura parece facilitar a liberacéo (figura 19), porém
ndo € conveniente para preservacdo. Sera necessario investigar formas de

aceleracédo de liberacdo de microrganismos em estudos futuros.

A log,(UFC/mL)
N w
| |

| |
|

—
|

T T T T T
15-17°C 25-27°C 36-38°C
Temperaturas do liquido HTK

Figura 19 — Reducdo de microrganismos nas diferentes temperaturas testadas do liquido de
preservacéo.

Fonte: Elaborada pela autora.
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5 Perfusdo e descontaminagéo ex vivo de rim de porco

Finalmente, este capitulo contém os procedimentos e resultados de experimentos
realizados com rins de porco ex vivo, que foram contaminados por S. aureus e

descontaminados por irradiacao por UV-C durante seu processo de perfusao.

5.1 Objetivos especificos

e Avaliar a capacidade de descontaminacdo da solucdo de preservacao
circulando pelo rim de porco ex vivo infectado por meio de irradiacdo com luz
ultravioleta-C (UV-C) em 254 nm.

5.2 Metodologia

Se apresenta na figura 19, de modo geral a metodologia que sera explicada nos

seguintes itens.

5.2.1 Microrganismo

As bactérias S. aureus foram preparadas seguindo a descricdo 3.2.1.
5.2.2 Sistema de descontaminacao

Ver descricdo 3.2.2. O sistema de descontaminacgao foi adaptado em uma méaquina
de perfusdo renal fornecida pela “Organ Recovery Systems”. Para ter sucesso na
conexdo do sistema na maquina, foram realizados furos no cassete ou circuito de
perfusdo da maquina (figura 7, parte 2) que permitiram a troca de liquido entre o

sistema de descontaminacao e a maquina sem afetar o processo de perfusao.
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Figura 20 — Metodologia geral de contaminacgdo e descontaminagdo ex vivo de rim de porco.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.2.3 Contaminacdo e descontaminacdo de S. aureus no liquido de

preservacédo, durante a perfusdo de um rim suino.

Para corroborar as experiéncias in vitro realizadas de descontaminacdo para o
liguido circulante, foi realizada a contaminacdo do Custodiol, uma perfusédo e
descontaminacdo do rim suino. Inicialmente, um rim fresco de porco com um peso
aproximado de 100 g (figura 21), provido de um matadouro, foi canulado na veia
porta e no manguito aorto-celiaco e heparinizado com 25000 Ul de heparina sédica,
30 minutos apés sua extracdo, foi colocado e conectado em uma maquina de

perfusdo renal “Lifeport Kidney Transporter” com 1 L de soro fisiol6gico. A maquina
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de perfuséo foi mantida configurada e monitorada com valores aproximados de
temperatura a 2°C — 4°C, presséo de 30 mmHg, fluxo de 40 mL/min e resisténcia de
0,70 mmHg/(mL/min).

[ [’ . i i \
13 14 15 16 17 18 19 20 2 22 23 Je 3

Figura 21 — Rim de porco perfundido.

Fonte: Elaborada pela autora.

Antes da infusdo, houve uma série de problemas devido a dificil canulacdo do 6rgéo
e a pouca experiéncia de nosso grupo nesse processo, atrasando 0 processo de
perfusdo 1 h apGs a extracdo do rim.

A infusdo foi realizada diretamente, 4 horas apés a heparinizacdo do rim, a solucdo
sérica heparinizada foi trocada por Custodiol e 3 mL de in6culo de 8 log (UFC/mL)
de S. aureus que foram preparados previamente. Logo depois se deixou em
perfusdo por 1 hora para garantir a contaminagdo do rim. Apos 1 hora, uma amostra
do liquido circulante foi coletada no tempo zero e o sistema descontaminador com
fonte de luz UV-C foi ligado a maquina Lifeport (figura 22) que nao alterou a perfusao
do orgdo. Em seguida, as amostras foram coletadas nos momentos 10, 20, 30, 60,
90, 120, 150, 180, 210, 240 minutos de perfusdo e descontaminacgéo por UV-C, para
entdo fazer uma diluicdo em série e plagueamento das amostras em placas de Petri.

Finalmente, foi realizado um rim macerado e foram coletadas 3 amostras, que foram
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diluidas para determinar a quantidade de S. aureus que permaneceu no 6rgao apos
a irradiacdo. As amostras foram incubadas por 24 horas a uma temperatura de 37 °C

para realizar subsequentemente a contagem bacteriana.

2 l( ® Fonte uv-C )| Y/
]

Figura 22 - Sistema de descontaminag&o de rim porcino. a) maquina Lifeport, b) fonte de luz UV-C, c)
bomba peristaltica.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.2.4 Testes para determinar alteragdes no liquido de preservacéao
Custodiol®ou HTK

As amostras do liquido de preservacéo irradiado durante a perfusdo do 6rgdo para
os testes de absorbancia e citotoxicidade em células foram preparadas seguindo a
descricédo 3.2.4.

Para realizar o espectro de absorbancia, a amostra do liquido de preservacéo foi
coletado apdés de 4 h de irradiacdo e para realizar o teste de citotoxicidade em
células, as amostras do liquido de preservacédo foram coletadas nos tempos de 1 h,
2 h,3 he4hdeirradiagéo.
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53 Resultados e discusséo

Nos resultados da contagem bacteriana, observa-se que nas amostras obtidas do
liquido circulante, 5 log (UFC/mL) de S. aureus diminuiram 1,5 log apos 90 minutos

de irradiacdo e permaneceram até as 4 horas de irradiacéo (figura 23).

7 - | - | ' | - I -
|—=— Amostras irradiadas

(&)
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log,o(UFC/mL)
\“
|

N

0 2 4 6 8
Dose UV-C (J/cm?)

Figura 23 - Bactérias recuperadas da infecgdo com S. aureus. Crescimento de S. aureus durante as
4h de perfuséo e irradiacdo UV-C.

Fonte: Elaborada pela autora.

Por outro lado, antes e depois do processo de contaminacéo e descontaminagcao do
liguido de preservacdo de oOrgdos, amostras foram coletadas para comprovar a
eficacia da contaminacdo por S. aureus e descontaminacdo do rim, resultados
apresentados na figura 24. O grafico mostra a quantidade de S. aureus recuperada
do indculo inicial com mais de 8 log (UFC/mL) de bactérias, a solucdo de

preservacdo de 6rgao (Custodiol®) que ndo apresentou contaminacdo nenhuma ja
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que era estéril. Continuando, a figura também mostra as amostras dos liquidos
coletadas no tempo O (Zero) apdés da contaminacdo com bactérias com 4.5 log
(UFC/mL) e depois de 1 h de circulagdo com bactérias sem irradiacdo com mais de
5 log (UFC/mL) de bactérias recuperadas. Outro resultado importante da figura 24 é
a quantidade de S. aureus que o 6rgao libera apds da troca do liquido contaminado
por liquido de preservacdo novamente estéril, recuperando 5 log (UFC/mL) de
contaminacao. Finalmente, mostra o resultado da maceracéo do rim, apos de 4 h de
irradiacdo com UV-C, com 4.5 log (UFC/mL) de bactérias recuperadas, ou seja, o
sistema de perfusdo ndo é eficiente para ajudar a remover as bactérias que estdo

dentro dos tecidos do 6rgéo.

logo(UFC/mL)

In6culo HTK TO 1h HTK trocado No rim
Amostras

Figura 24 - Bactérias recuperadas da infec¢do com S. aureus no liquido. O inéculo inicial de S.
aureus, HTK é a amostra estéril do liquido de perfusdo, TO é a amostras de HTK inicial
com bactéria S. aureus, 1h é o HTK com bactéria S. aureus ap6s 1h de infusdo, HTK
trocado € a amostra do liquido de preservacao nova trocada no sistema para continuar
a perfusdo do rim e No rim corresponde as amostras maceradas apés da
descontaminacéo.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Analisando o comportamento dos dados na figura 23, se a taxa de variacao da carga
microbiana C,, como func¢éo da dose D € dada por:

dCy _ Y C, + L(D 5.1

1 -
onde Y € uma constante (Y = D—), gue representa 0 que se esta eliminando pela
0

descontaminagéo (-y = C,), e L(D) € a liberagcdo de microrganismos pelo tecido que

também depende da dose (quanto maior a eliminacdo pela irradiacdo, maior a
liberacdo pelo tecido), ocorre que a taxa de liberagdo se iguala ao poder de
eliminagdo. Neste ponto

dc”~0 5.2
dD= (')

ou seja,

Y CuestacionariaN L(D) ouY Cuestacionaria~ 103 UFC/mL

C estacionaria __
u

onde o valor de 10® UFC/mL, esse valor foi estimado a partir do

resultado de redugéo microbiana da figura 23 e sendo Y uma constante (Y =

1 2
— ~12,5J/cm"®).
Do

Com isto, chegamos a uma taxa de liberagdo da ordem de:

(UFC cm?)
(J mL)

E importante notar que, com esta liberacéo e com a entrega de 8 JJcm?em 4 h, o

L ~1,2510* (5.3)

tempo para eliminagcéo seria muito superior as 4 h do experimento.

De fato, ao olharmos a curva da figura 23, nota-se uma diminui¢cdo de solucéo de
ordem de 0,5 log (UFC/mL) em 3 h. Isto mostra que para zerar a carga microbiana
de 3 log (UFC/mL) seria necessaria aproximadamente 18 h. Isto claramente mostra

a necessidade de acelerar a liberacao.
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Finalmente, de forma geral, os resultados desse estudo mostraram que h& uma série
de parametros que devem ser estudados e controlados detalhadamente para o
sucesso da técnica em qualquer experimento ou processo de descontaminacao,
como a qualidade das solucdes que envolve o aparecimento de substancias
dissolvidas ou em suspensdo que interferem na transmisséo da luz UV ou na
absorcdo da luz irradiada pela bactéria, exigindo mais tempo de exposicdo na
amostra e diminuindo a eficacia do tratamento.’®® As condi¢des das lampadas, a
limpeza do tubo de quartzo e o tempo de uso adequado da lampada sao fatores que

podem interferir na dose de UV, entre outros parametros.

Como foi mencionado anteriormente, a dose é um fator importante nessa técnica,
pois as bactérias podem sofrer um mecanismo conhecido como reparo®® que
determina as taxas de inativagdo bacteriana. A taxa de inativacdo é altamente
dependente do microrganismo e do meio a ser irradiado; estudos mostram que, com
apenas 1 minuto de radiacdo UV-C e com uma dose de 0,78 Jicm?, é possivel
desativar 6,5 log (UFC/mL) de S. aureus, 6,7 log (UFC/mL) de S. mutans, 6,2 log
(UFC/mL) de S. pneumoniae, 5,4 log (UFC/mL) de E. coli, 5,2 log (UFC/mL) de E.
coli (ATCC 8739), 5,4 log (UFC/mL) de P. aeruginosa e 6,7 log (UFC/mL) de C.

albicans planctonicas.”®"*

Em outros estudos, foi necesséario mais tempo de irradiagdo (30 min) para reduzir
logs de 1,7 (UFC/mL) com uma dose de 0,78 J/cm? ou aumentar a dose (23 J/cm?)
para reduzir 2,5 log (UFC/mL) de bactérias como S. aureus em meios onde a luz ndo
penetra uniformemente.’”® Wright et al., (2000)"? examinaram a eficacia da luz UV na
reducdo de E. coli em cidra de maca. Para seus estudos, um modelo CIDER-10uv
(Ideal Horizons, Poultney, VT) foi usado para administrar doses variando de 0,094 a
0,061 J/cm?. Esta unidade empregada tinha 10 camaras UV individuais conectadas
em série, através das quais a cidra de maca era bombeada como uma pelicula fina.
O tratamento com UV reduziu significativamente o patégeno com uma reducao
média de 3,81 log (UFC/mL)."?

Adicionalmente, Wallace et al., (2019) reduziram aproximadamente 1,5 log (UFC/mL)
de S. aureus resistente a meticilina em PBS com soro bovino fetal para simular
fluidos corporais na dose de 0,06286 J/cm?.”® Gora et al., (2019)"* inativaram 1,3 log

(UFC/mL) de P. aeruginosa ligada ao biofilm com doses de UV de 0,08 Jicm? e
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finalmente, Di Bernardo e Dantas, em 2005, publicaram as diferentes doses

necessérias de luz UV para inativar microrganismos patogénicos em humanos.”

Garantir que cada um dos microrganismos receba a dose de radiacdo necessaria
para ser eliminada se torna um desafio e um problema que deve ser minimizado.
Nesse caso, falamos sobre o perfil do fluxo de solugbes que desempenham um
papel importante no processo. Neste estudo, é implementado um sistema de fluxo
continuo de 200 mL/min. Comparando com a literatura, Wright et al., (2000)
avaliaram a reducéo logaritmica de E. coli usando varias taxas de fluxo, variando de
1,0 a 6,5 L/min, correspondendo a uma uma reducdo média de 3,81 log (UFC/mL)."?
No estudo de Guerrero et al., (2005), Os log;o de reducédo obtido apds 30 min de
tratamento com UV foi de 1,34, 4,29 e 5,10 para S. cerevisiae, L. innocua e E. coli,
respectivamente, na taxa de fluxo mais alta (0,548 L/min).”® E um fluxo continuo de

100 mL/L ajuda a inativar 1,3 log (UFC/mL) de P. aeruginosa vinculado ao biofilme.”

A dose de UV é inversamente proporcional a taxa do fluxo. Isso significa que quanto
maior a taxa de fluxo através do sistema UV, menor o tempo de exposicao dos
microrganismos a luz UV e, portanto, menor a probabilidade de ser atingido pela luz
UV.”® Aumentar o tempo de recirculacdo ou nimero de ciclos, pode aumentar a
probabilidade de microrganismos serem atingidos pela luz UV.”? Ainda assim, os
dados variam de acordo com o equipamento usado para a desinfec¢ao por UV, bem
como a natureza do liquido que esta sendo tratado. Por esse motivo, seria sensato
investigar a eficacia do UV para uso em uma situacdo especifica.”” Além disso, a
mudanca de um perfil de fluxo laminar a perfil para um perfil de turbuléncia do liquido
no sistema pode aumentar a inibicdo microbiana, expondo mais partes do liquido a

luz UV.%78

Para investigar as alteracdes no liquido, uma amostra do liquido de preservacao
(custodiol®) foi coletada e analisada no espectro de absorbancia na regido de 270 e
500 nm (figura 25), mostrando pouca degradacdo, alteracdo na banda larga do

liguido apos de 4 h de irradiacéo.
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Figura 25 - Espectro de absrbancia do Custodiol® irradiado ap6s a perfusdo do 6rgéo.

Fonte: Elaborada pela autora.

Por outro lado, também foram feitos testes de toxicidade, para saber se o UV-C
causava alguma alteracdo em células. Foi utilizado como controle fibroblastos
(HDFn) com o meio ideal de cultura para as células, uma amostra do liquido de
preservacdo (Custodiol® HTK) (sem irradiacdo), e as amostras de liquido irradiadas
durante a circulacdo pelo sistema de descontaminacao foram coletadas cada uma
hora até completar 4 h de descontaminacdo. As amostras foram depositadas numa
placa de 96 pocos colocadas para incubar em temperaturas de 4° C, mantendo a
temperatura do liquido de preservacao utilizado durante a perfuséo (Figura 26).
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Figura 26 - Citotoxicidade do liquido de preservacao (Custodiol® HTK) em fibroblastos durante 4 h de
perfusdo do 6rgéo.

Fonte: Elaborada pela autora

A figura 26 mostra a absorbancia das diferentes amostras do liquido de preservacéo
irradiado nos diferentes tempos. Com relacdo ao controle, as amostras coletadas
durante as duas primeiras horas de irradiagdo e inoculadas nas células
apresentaram maior viabilidade. Apos da terceira e quarta hora de irradiacdo com
UV-C foi diminuindo a 1 que é o valor da absorbancia que apresentou a amostra de
fibroblastos em meio ideal. Pelo Custodiol® ser uma solucdo apropriada para baixas

temperaturas, a viabilidade foi até maior que com o meio da cultura.

Estes estudos mostraram que as alteracdes sdo pequenas, ndo causando no tempo
considerado altera¢gfes e nem toxicidade a célula.



74

5.4 Conclusao parcial

Ao avaliar os protocolos de contaminacdo renal e descontaminacdo de fluido
circulante em experimentos ex vivo, a perfusao de um rim de porco foi realizada por
quatro horas, onde o liquido de perfusdo (custodiol) foi inicialmente contaminado e
depois irradiado com luz UV-C para inativacdo bacteriana. Foi possivel reduzir a
carga bacteriana circulante no liquido de preservacdo em 60%, embora, o 75% de
log (UFC/mL) de S. aureus inoculado apés a maceracao de 6érgaos foi recuperado,
mostrando que esse modelo ndo é suficiente para reduzir efetivamente a carga

bacteriana no rim.
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6 Conclusao

O presente trabalho foi desenvolvido para testar diferentes maneiras de contaminar
e diminuir ou eliminar a carga bacteriana de S. aureus, in vitro e ex vivo, através do
liquido circulante durante a perfusdo dos rins, com a ajuda da técnica de irradiacdo
Optica de luz UV-C. S. aureus € uma bactéria de grande importancia devido a sua
ampla variedade de manifestacbes de doencas nosocomiais e é facil se tornar

30-31

resistente a antibidticos, 0 que torna sua importancia no estudo.

Com a realizagao deste estudo se conseguiu desenhar um modelo de contaminagéo
e descontaminacédo de rim circulante eficiente, o uso de uma técnica 6ptica como é o
caso da irradiacdo ultravioleta-C especificamente no comprimento de onda de 254
nm teve um papel muito importante na inativagdo de microrganismos no liquido

circulante.

Durante 4 horas de irradiacéo foi possivel a reducéo do 100% da carga microbiana
no liquido, sem as barreiras oferecidas por estruturas complexas como o proprio
orgao. Durante a perfusdo do rim se conseguiu a reducdo do 99% da carga
microbiana no liquido de preservacdo, o que corresponde a reducdo de 2 log
(UFC/mL) de S. aureus aproximadamente, resultados satisfatério mas que também
revelou as limitagcbes da técnica na descontaminacdo do préprio 6rgdo com 0S

parametros estabelecidos durante o desenho do modelo.

As limitantes neste trabalho de forma geral sédo as baixas taxas de liberacdo dos
microrganismos presentes no tecido do érgdo para circulagdo no sistema. Esta
liberacdo poderia se beneficiar de processos fisicos como a aplicacdo de ultrassom
no préprio rim, por meio de um dispositivo sonicador adaptado ao recipiente que
hospeda o 6rgdo, ndo alterando a viabilidade do 6rgédo ja que nos resultados
apresentados no capitulo 2 deste trabalho observa-se liberacdo extra de carga
microbiana apods aplicacéo de ultrassom feita no modelo experimental de rim isolado
(esponja). Outra limitante potencial para o efeito desejado pode ter sido a turbidez
provocada pelo sangue do 6rgdo no liquido de preservacgéo circulante que poderia
bloquear a acédo da UV-C. Este problema poderia ser reduzido em estudos futuros
com filtros colocados antes do liquido passar pela fonte descontaminadora, de modo

a reduzir a turbidez provocada pelas particulas sanguineas.
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O estudo revelou que, ainda que haja desafios a sobrepujar, o uso da técnica €
promissor para o processo de descontaminacgdo de liquido de preservacdo de 6rgao
circulante durante a perfusdo e em posteriores estudos se tentara procurar
alternativas juntos com a irradiacdo UV-C para aumentar a eficacia do processo de

descontaminacao do 6rgao sob perfuséo.
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