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RESUMO 

 

GOENAGA MAFUD, L. C. Estudo de viabilidade para descontaminação de rim 

para transplante utilizando líquido circulante. 2021. 82p. Dissertação (Mestrado 

em Ciência) – Instituto de Física de São Carlos, Universidade de São Paulo, São 

Carlos, 2021. 

Transplantes de órgãos é um tema de grande relevância em diversos aspectos. Há 

uma crescente demanda de centros especializados em fazê-los, porém não há 

suficientes doadores disponíveis. Os órgãos de pacientes com infecções onde os 

antibióticos não são sificientes no tratamento, são descartáveis, diminuindo ainda 

mais a disponibilidade. Por outro lado, os patógenos que ali estão, podem causar 

problemas para o receptor devido a baixa imunidade necessária de ser induzida para 

evitar rejeição. Se tivermos um sistema e procedimentos para diminuir a carga de 

microrganismos de um órgão a ser transplantado, ganhamos nas duas frentes: 

aumenta-se a disponibilidade de órgãos e melhora-se o resultado dos transplantes. 

Neste trabalho estamos demonstrando a viabilidade de podermos diminuir a carga 

microbiológica de rins para transplante utilizando técnicas fotônicas, com ausência 

de produtos químicos que podem levar a outras complicações. Utilizando a técnica 

de utilização de ultravioleta-C como agente físico em líquidos circulantes, 

pretendemos demonstrar a viabilidade de descontaminar rins, durante a fase de 

perfusão do órgão, fato que ocorre logo após a remoção do doador, antes do 

receptor. Para isto utilizamos um sistema de iluminação de UV-C em líquidos 

circulantes com distribuição de luz perimetral, desenvolvido em nosso grupo. 

Começamos com a demonstração que somos capazes de diminuir a carga 

microbiológica do líquido de perfusão durante sua circulação. Utilizando S. aureus 

como modelo, fomos capazes de demonstrar que em menos de 40 min de circulação 

e iluminação, eliminamos a carga bacteriana do perfusado (5 log (UFC/mL)), 

composto de custodiol comercial. Observa-se que a diminuição microbiana é 

acentuada sem comprometer a integridade do perfusado ele mesmo. Em seguida, 

criamos um modelo para verificar a possibilidade de diminuição, quando um tipo de 

órgão (modelo experimental renal) está presente no circuito, liberando de forma 

diferente uma certa taxa de microrganismos, à medida que se elimina na solução. O 



 
 

 
 

resultado demonstra que eliminamos mais rápido do que se libera. Finalmente, 

utilizamos um modelo ex-vivo com rim de porco, circulando em uma máquina do tipo 

Lifeport, para demonstrar que podemos contaminar o órgão e em seguida promover 

a eliminação da carga microbiológica. Os resultados mostram grande viabilidade da 

técnica, porém com a necessidade de acelerar a capacidade do líquido circulante 

remover os microrganismos do órgão. Indicativos de uso de ultrassom e controle de 

temperatura, podem ser soluções a serem testadas no futuro. 

Palavras-chave: Radiação Ultravioleta-C. Descontaminação de rim. Inativação 

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) – São Carlos Institute of Physics, University of São Paulo, São 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 DISSERTAÇÃO  

 

O transplante de órgãos está entre as técnicas mais promissoras para aumento de 

longevidade e qualidade de vida dos seres humanos. A ciência de um modo geral, 

tem permitido grandes avanços e tornado os transplantes técnicas rotineiras. No 

entanto, ainda há um grande descompasso entre a procura e oferta e há muitos mais 

necessitados do que doadores. Além disso, a rejeição de órgãos devido às certas 

doenças é muito alta. Finalmente há grandes avanços de complicações devido às 

infecções transferidas do doador para o receptor.  

Recentemente nosso grupo de pesquisa demonstrou, a capacidade de 

descontaminação de pulmão para transplante, durante a perfusão. Neste trabalho 

queremos demonstrar as primeiras viabilidades das possíveis diminuições da carga 

de microrganismos durante a perfusão de transplante de rins. Se bem sucedido, esta 

técnica deverá melhorar em muitas das condições e disponibilidade de órgãos para 

transplantes. Além disso, usamos técnicas que preservam a integridade do órgão 

bem como do paciente que receberá o órgão.  

Os experimentos aqui realizados são com modelos e deve precisar de subsídios 

para os próximos passos. 
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1 INTRODUÇÃO 

As bactérias constituem um componente importante para a vida no planeta Terra. 

São encontradas em qualquer ambiente e organismo, inclusive nos seres humanos. 

Algumas delas são importantes para os hospedeiros e outras são prejudiciais, 

gerando doenças que em muitos casos podem ser fatais.1 Devido ao seu 

mecanismo de reprodução rápida, sua multiplicação pode ser gerada em minutos ou 

horas, elas se adaptam rapidamente às mudanças no ambiente e uma medida de 

solução para controlar a multiplicação bacteriana são os antibióticos.2-3 

O uso de antibióticos, para controlar a reprodução bacteriana, não tem sido tão bem-

sucedido porque bactérias que são naturalmente resistentes a um ou vários tipos de 

antibióticos são selecionadas gerando o grande problema da resistência 

antimicrobiana e permitindo o progresso da infecção. Além disso, o uso 

indiscriminado e irracional de antibióticos significa que há maior pressão seletiva e 

que eles têm a oportunidade de aumentar os mecanismos de resistência aos 

antibióticos.4 

Existem técnicas, já consagradas no passado, para controlar ou eliminar 

microrganismos, como o uso de luz ultravioleta (UV) para esterilizar materiais, 

alimentos, água, entre outros, que foram deixados de lado em vista da inativação 

química.5 A irradiação através da luz UV é uma técnica que usa radiação de 100 a 

400 nm no espectro eletromagnético. Tem quatro sub-tipos de radiação UV podem 

ser distinguidos: vácuo UV (100-200 nm), UV-C (200-280 nm), UV-B (280-315 nm) e 

radiação UV-A (315-400 nm).6 Demonstra-se que o mais microbicida é o UV-C, 

neste caso, o UV-C será usado, através de lâmpadas, provocando alterações em 

biomoléculas, inicialmente das paredes e membranas celulares e até no material 

genético de microrganismos, de forma a atingir a inativação microbiana, quanto às 

suas funções de manutenção do organismo e/ou de replicação.  

Por outro lado, o transplante renal representa o tratamento adequado para pacientes 

com doença renal crônica avançada (DRC). No entanto, a falta de órgãos 

disponíveis e a contaminação de órgãos por patógenos que muitas vezes são 

resistentes a antibióticos, não permitem seu uso para doação e podem aumentar o 

número de pacientes na lista de espera e acionar seus números de mortalidade.7 
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Devido a tudo isso, a busca por novas formas de descontaminação e verificação da 

viabilidade do uso da técnica para a descontaminação de rins, torna-se a motivação 

deste estudo, que é baseado em testes que foram realizados utilizando luz UV-C 

como agente microbicida atuando na etapa de perfusão dos líquidos circulantes em 

pulmões humanos, com sucesso.8  

Para realizar o projeto de descontaminação de rins para transplante, foram 

realizadas experiências in vitro de descontaminação líquida (PBS) circulando com 5-

6 log(UFC/mL) de Staphylococcus aureus através do sistema de descontaminação 

por luz UV-C permitindo avaliar eficiência e integridade do líquido de perfusato. Foi 

proposto um modelo de contaminação renal in vivo em ratos com 7-8 log (UFC/mL) 

de S. aureus e provas ex vivo de contaminação e descontaminação de rins de porco 

infundidos em uma máquina de perfusão LifePort. As metodologias, resultados e 

conclusões parciais são apresentadas individualmente, por capítulos, para cada um 

dos procedimentos mencionados acima. 

A expectativa deste trabalho é eliminar ou reduzir a carga bacteriana do líquido 

perfundido pelo órgão e dos resíduos bacterianos que permanecem no tecido do 

mesmo, garantindo descontaminação bem-sucedida. 

 

1.1 Motivação para este trabalho 

 

Nos últimos anos, tem sido comprovado que há um aumento de infecções por 

bactérias resistentes ou multirresistentes, causando anualmente mais de 700.000 

mortes em todo o mundo.9 Somado a isso, o grande número de órgãos que podem 

ser transplantados como conseqüência da infecção por esses patógenos prejudica 

40.740 pessoas que estão em lista de espera no Brasil para transplante de órgãos,10 

devido ao fato de que as infecções são a principal causa de morbidade.11 

O transplante renal é atualmente uma atividade muito comum em países grandes 

como Estados Unidos, Brasil, Índia e China, melhorando assim a qualidade de vida 

em pacientes com insuficiência renal irreversível (doença renal crônica ou DRC), que 

se tornou um problema de saúde pública global.12 
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O Brasil é o segundo país com mais transplantes de rins de doadores vivos e o 

quarto com mais doadores falecidos até o momento. Nos últimos seis anos (2012-

2018), a taxa de transplante desse órgão permaneceu em 28,5 transplantes por 

milhão de população (pmp), aumento de 10,3% na doação renal de doadores 

falecidos e decréscimo de 32,9% nos doadores vivos.10 

Além disso, dados da Associação Brasileira de Transplante de Órgãos indicam que 

São Paulo é a cidade com mais pacientes em lista de espera para receber a doação 

de um rim, com um total de 12.301 pessoas, dados que agregam importância à 

pesquisa.10 O aproveitamento de órgão, mesmo que com certos patógenos, pode 

melhorar em muito a situação. 

Existe uma alternativa para o tratamento de infecções bacterianas ou fúngicas em 

doadores de órgãos sólidos vivos e não vivos antes do processo de transplante, 

como o tratamento com antibióticos. Esses tratamentos são limitados a infecções 

leves e específicas, como uma infecção local, como meningite bacteriana ou 

endocardite, o doador vivo é tratado com terapia antimicrobiana por 48 horas ou 

mais dias (dependendo do caso) e após a infecção ser controlada clinicamente e 

não existe contra-indicação para o transplante, o órgão pode ser doado.13-14 Quando 

o paciente morre com sintomas de meningoencefalite ou qualquer doença viral de 

etiologia indeterminada, o órgão não é considerado para transplante.14 Até o 

momento, nenhum tratamento da infecção direta em órgãos, especificamente nos 

rins, durante o processo de perfusão foi registrado na literatura. Certamente, esta 

possibilidade agregaria muito ao sistema. 

Há ainda, o crescente problema da resistência que certos microrganismos como as 

bactérias, adquiriram aos antibióticos. Estes microrganismos têm 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.15 Os vírus que apresentam altas taxas de mutação, as quais 

permitem uma evolução particularmente rápida,16 levaram à busca e necessidade de 

novas técnicas ou alternativas para o tratamento das mesmas. Essas alternativas 

correspondem a técnicas ópticas, como inativação por radiação por luz UV. 

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

de luz sem a necessidade de usar antibióticos que se ajustam em uma mutação 
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como no caso das bactérias ou mesmo expor o receptor á cargas elevadas de 

microrganismos. Aliado a tudo isto, ainda temos o fato que naturalmente o órgão 

carrega vários microrganismos, cuja diminuição antes do implante deve melhorar as 

condições de sucesso e melhorar as chances para o receptor. 

 

1.2 Revisão geral de conceitos 

 

1.2.1 Rins 

 

O rim é um órgão pareado em forma de feijão localizado entre o nível da décima 

segunda vértebra torácica e a terceira vértebra lombar.17 Cada rim tem cerca de 12 

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

Entre as funções dos rins estão regular a pressão arterial, água, sódio, potássio, 

acidez, minerais ósseos e hemoglobina mas as funções principais são filtrar o 

sangue, remover resíduos, controlar o equilíbrio de fluidos do corpo e manter os 

níveis certos de eletrólitos.18 Por outro lado, cerca de 22% do débito cardíaco 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 à medida que flui ao longo dos 

néfrons, de modo que apenas 1,5 L de urina é produzida por dia.18  
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Figura 1 - Estrutura dos rins. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

Como mencionado acima, os rins removem resíduos e isso ocorre em pequenas 

unidades que são os néfrons. Observa-se que é uma parte muito importante desses 

órgãos, por isso quando diz-se que, se os rins falham, é devido a doenças que estão 

comprometendo esses néfrons. Como as doenças destroem lenta e silenciosamente 

essas unidades, apenas com os anos de idade são descobertas irregularidades nos 

rins e é aí que começam os problemas renais. Tais problemas podem resultar de 

doenças como doença renal diabética, pressão alta, hipertensão, doenças 

glomerulares e doenças renais, hereditárias e congênitas, entre outros.19 Se essas 

doenças piorarem, ocorrerá uma perda gradual da função renal gerando a DRC e 

doença renal terminal (DRT), onde apenas diálise ou transplante renal será a 

solução definitiva para os pacientes.19 
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1.2.2 Perfusão de rins 

 

Após a extração há várias fases importantes. A remoção, o armazenamento e a 

perfusão de órgãos até o transplante para o receptor alvo, são fatores importantes 

para o sucesso do procedimento. Na maioria dos casos, o doador e o receptor não 

estão no mesmo hospital; portanto, o tempo se torna um elemento valioso para o 

transporte do órgão e isso implica que métodos eficazes, seguros e confiáveis 

devem ser implementados para preservar o órgão 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 necessário o 

aprimoramento contínuo das técnicas de preservação de órgãos, com o objetivo de 

aumentar a viabilidade após a doação até o transplante.20 O processo de perfusão 

consiste em substituição do sangue por uma solução de preservação. 

Uma das técnicas mais usadas no transplante renal é a preservação hipotérmica, 

especificamente por meio de uma máquina de perfusão hipotérmica (MPH). Foi 

utilizado por Belzer e colaboradores em 1967, onde a combinação de perfusão 

contínua e armazenamento hipotérmico mostrou uma nova visão para preservação 

de órgãos, pois conseguiu preservar por 72 h rins de caninos com sucesso.21 

A perfusão de órgãos com a técnica MPH consiste em introduzir o rim em um 

dispositivo que mantém um fluxo controlado continuamente ou pulsátil com solução 

de preservação a frio (0-4 ºC). Esse fluxo permite uma completa perfusão do órgão, 

além de limpar a corrente sanguínea dos microtrombos e facilitar a eliminação dos 

produtos metabólicos finais.22 A MPH tem benefícios como taxa reduzida de função 

tardia do enxerto (FTE) e tendência a melhorar a sobrevida global do enxerto em 

comparação com outras técnicas de preservação hipodérmica nos rins.23 Além 

disso, eles prolongam a vida útil do órgão extraído, diminuindo a taxa de 

metabolismo e as demandas de oxigênio em baixa temperatura.24  

A solução de perfusão usada para esta técnica de HMP é a solução de Custodiol® 

ou HTK. É uma solução do tipo intracelular, praticamente livre de cálcio e com 

concentrações muito baixas de sódio, incorpora manitol e histidina como substâncias 

impermeabilizantes (têm um efeito tampão) e incorporam triptofano e cetoglutarato, 

que são protetores e estabilizadores da membrana celular.22 A premissa de nosso 

trabalho, é que durante a perfusão, um elevado número de microrganismos contido 
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no órgão poderão ser removidos e ficaram em solução. Se fizermos a circulação do 

líquido promovendo sua descontaminação, teremos consequentemente um órgão 

menos contaminado. 

1.2.3 Máquina de perfusão LifePort® Kidney Transporter 

 

Lifeport é fabricada nos Estados Unidos da América pela Organ Recovery Systems e 

tem a função de ser utilizada para a perfusão contínua hipotérmica de rins em 

máquina. A LifePort é um dispositivo de transporte portátil concebido para manter 

um rim transplantável em condições frias e assépticas, enquanto perfunde o mesmo 

simultaneamente. Sua parte superior, tem um alojamento plástico isolado que 

protege o rim e o perfusato dentro de um Circuito de Perfusão descartável “cassete”. 

De forma geral os componentes da LifePort são mostrados na figura 2 que incluem 

um recipiente de gelo, superfície de bomba, quatro baterias de íons de lítio, 

eletrônica, detectores de bolhas, sensores, painel de controle e display externo. 

O equipamento é projetado para integrar com o ambiente clínico utilizando 

suprimentos prontamente disponíveis, requisitando mínima intervenção do usuário e 

também sendo fácil de utilizar. Uma vez que o recipiente de gelo estiver 

corretamente carregado, mesmo quando a LifePort estiver desligada, ela manterá os 

rins hipotérmicamente no mesmo nível que os métodos de armazenagem estáticos 

convencionais (saco de gelo). 

 

 

Figura 2 - Partes da LifePort® Kidney Transporter. 

Fonte: LIFEPORT...
25 
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O sucesso do uso desta máquina de preservação rim utilizando a perfusão contínua, 

são apresentados em diferentes trabalhos onde explicam que as condições do rim 

para transplante melhoram.26-29 Aumenta o sucesso do procedimento por ser a 

máquina e o líquido 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 

descontaminação de órgão, foi a descontaminação dos líquidos circulantes durante a 

perfusão de pulmões humanos utilizando luz UV-C como agente microbicida, com 

sucesso.8 Nesse estudo, a irradiação UV-C foi adicionada a um método para o 

tratamento de pulmões de doadores humanos infectados com VHC (vírus da 

hepatite C) prevenindo a transmissão do VHC com os métodos de eliminação viral 

física durante a perfusão pulmonar normotérmica ex vivo (EVLP).8 Como as técnicas 

de perfusão visam preservar a viabilidade dos órgãos desde a doação até o 

transplante, elas são realizadas em enxertos de órgãos previamente aos 

procedimentos de transplante, o que não introduz etapas adicionais ao próprio 

transplante e, portanto, não compromete a segurança do procedimento. 

 

1.2.4 Staphylococcus aureus 

 

S. aureus é uma bactéria que pertence à família Micrococcaceae, esférica, em forma 

de coco com diâmetro aproximadamente de 0,5 a 1,5 µm. Eles podem aparecer em 

diferentes formas como isolados, em pares, em cadeias curtas ou agrupados 

irregularmente devido à sua divisão celular. Outra característica é que eles são não 

esporulados, não encapsulados e anaeróbios facultativos.30  

Esta bactéria Gram-positiva faz parte da microbiota humana normal e pode ser 

encontrada no trato respiratório e na pele de pessoas saudáveis. É um importante 

patógeno bacteriano humano que causa uma ampla variedade de manifestações 

clínicas, como espinhas, celulite, pneumonia, endocardite, septicemia, meningite, 

entre outras.30 Foi uma das primeiras bactérias controladas por antibióticos como a 

penicilina em 1940, mas devido ao seu grande potencial de evolução e adaptação, 

gerou resistência, tornando-se uma das espécies mais importantes de infecções 

hospitalares e comunitárias.31  
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Por outro lado, S. aureus pertence a um gênero que possui grande capacidade de 

adaptação, afetando todas as espécies conhecidas de mamíferos, inclusive roedores 

comuns de laboratório.32 É por isso que, graças à sua fácil propagação, elas podem 

ser transmitidas de uma espécie para outra, sendo frequentes os casos humano-

animal e vice-versa.33 Daí a importância de se conhecer melhor esse patógeno, pois, 

além dos animais, os mecanismos de invasão também incluem fomitos e contato 

pessoa a pessoa. Nos últimos anos, a incidência de bacteremia por Staphylococcus 

aumentou significativamente, uma vez que essa espécie aumentou sua frequência 

de ocorrência, tornando-se a principal causa de infecções na corrente sanguínea e 

intoxicação alimentar. O S. aureus é um excelente modelo de microrganismo para 

uso em laboratório e também para demonstrações de ações descontaminantes. 

 

1.2.5 Radiação Ultravioleta e Descontaminação 

 

A luz solar tem um espectro contínuo, onde encontramos divisões atribuídas a um 

determinado comprimento de onda (λ): radiação ultravioleta (UV) (100-400nm), 

visível (400-780nm) e infravermelho (>780 nm).34 A radiação ultravioleta é uma 

radiação eletromagnética com λ entre 100 e 400 nm, classificada como: UV-C (100-

290 nm), UV-B (290-320 nm) e UV-A (320-400 nm). A radiação UVA, por sua vez, é 

classificada em UVA1 (340-400 nm) e UVA2 (320-340 nm)35 (figura 3).  
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Figura 3 - Espectro eletromagnético de luz ultravioleta. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Desde 1980, começou-se a falar sobre o UV como um potencial para a desinfecção 

da água em substituição ao cloro, que é tóxico para a vida aquática.36 No trabalho 

publicado por John em 1985, começa a tratar a luz UV germicida e fungicida, que é o 

nome alternativo de UV-C, capaz de inativar microrganismos.37 Atualmente, o UV-C 

é usado para desinfetar materiais,38 inativar microrganismos como bactérias que 

causam doenças do tipo infecção hospitalar que devido à seleção de espécies 

resistentes a antibióticos39-40 e até trabalhos que consistem em reduzir a carga 

microbiana de diferentes alimentos, como vegetais, frutas, entre outros.41-44 

O mecanismo de ação do UV-C consiste na indução de alterações em biomoléculas, 

inicialmente das paredes e membranas celulares e até no material genético de 

microrganismos. A excitação eletrônica causada por UV-C promove rompimento de 

ligações químicas, produzindo dímeros de timina, entre outros produtos, inativando-

os sem etapas intermediárias, destruindo sua capacidade de multiplicar, e 

consequentemente interrompendo a ação de causar doenças (figura 4).45 Esse dano 

fotoquímico nas células vivas de bactérias, vírus, protozoários, fungos, leveduras e 
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algas é letal. O gráfico a seguir mostra a relação entre o efeito germicida e o 

comprimento de onda, mostrando um efeito máximo a 254 nm e diminuindo 

aproximadamente a zero em 300 nm (figura 5).46  

 

Figura 4 - Mecanismo de ação da UV-C. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Figura 5 - Letalidade dos comprimentos de ondas UV. 

Fonte: GONÇALVES.
46
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O uso desse agente físico para inativação tem várias vantagens: sendo uma técnica 

física, não se precisará armazenar, manusear, transportar ou armazenar produtos 

químicos ou toxinas poluentes para o meio ambiente e ao ser humano. O uso da 

desinfecção por UV-C é fácil para o operador, ocupa menos espaço para suas 

pequenas lâmpadas e o tempo de contato para efetividade é curto em comparação 

com outros métodos de desinfecção. Ao se usar UV-C, apesar de ser necessária a 

dose de energia muito pequenas (10 mJ/cm2 a 1 mJ/cm2), ainda a radiação pode 

causar danos ao meio que contém os microrganismos, causando efeitos 

indesejáveis, este é uma desvantagem, mas que pode ser devidamente controlada. 
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2 Objetivos deste trabalho 

 

2.1 Geral 

 

● Avaliar a viabilidade do uso da radiação UV-C para a descontaminação de rim 

através da irradiação de solução de preservação de órgãos durante sua 

circulação no processo de perfusão de órgão. 

 

2.2 Específicos 

 

● Avaliar a capacidade de descontaminação da solução de preservação 

contaminada com S. aureus circulando por meio de irradiação com luz 

ultravioleta-C (UV-C) em 254 nm. 

● Avaliar a preservação de características básicas de solução de perfusão, 

quando for submetida ao UV-C. 

● Desenvolver um modelo experimental in vitro, que tenha caracteristicas de 

rim, para contaminação e descontaminação de líquido circulante de 

preservação de órgão variando parâmetros físicos da perfusão. 

● Avaliar a capacidade de descontaminação da solução de preservação 

circulando pelo rim de porco ex vivo infectado por meio de irradiação com luz 

ultravioleta-C (UV-C) em 254 nm. 
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3 Contaminação e descontaminação in vitro do líquido circulante 

 

Neste capítulo, são apresentados os objetivos específicos, todos os processos 

experimentais de contaminação por S. aureus no líquido circulante PBS (do inglês 

Phosphate Buffered Saline, solução tampão fosfato-salino) e, em seguida, o 

processo de descontaminação por irradiação UV-C no líquido que circula pelo 

sistema desenvolvido, cada um desses processos é mostrado com seus respectivos 

resultados, discussões e conclusões. 

 

3.1 Objetivos específicos  

 

 Avaliar a capacidade de descontaminação da solução de preservação 

contaminada com S. aureus circulando por meio de irradiação com luz 

ultravioleta-C (UV-C) em 254 nm. 

 Avaliar a preservação de características básicas de solução de perfusão, 

quando 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 ºC por 18 h com agitação orbital (Quimis®) 

a 150 rpm. Após o crescimento microbiano overnight, as bactérias foram diluídas na 

proporção 1:10, foram incubadas por 4 h com agitação a 150 rpm e centrifugadas 

(5202 Eppendorf®) a 3000 rpm por 10 min. O sedimento celular foi lavado com 

solução salina tampão de fosfato (PBS) (pH = 7,4) por centrifugação 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 colônias por mililitros), verificado pela 

densidade óptica em 600 nm no espectrômetro (Cary UV-Vis50, Varian). 
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3.2.2 Sistema de descontaminação 

 

O sistema de descontaminação por luz UV-C foi desenvolvido pelo Laboratório de 

Apoio Técnico da USP (LAT, Instituto de Física de São Carlos - Universidade de São 

Paulo) (figura 7).  

O sistema é composto por um compartimento tubular metálico contendo 4 lâmpadas 

tubulares UV-C com emissão 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 distribuição geométrica das lâmpadas, um tubo de 

quartzo autoclavável conduz o fluido a ser descontaminado para próximo das 

lâmpadas. O suporte tubular foi montado de forma que um sensor de segurança 

evite que ele seja ativado inadvertidamente, enquanto o suporte estiver aberto. Um 

botão do tipo “liga/desliga” está disponível na caixa com reatores adjacentes ao 

sistema, de modo que os reatores alimentem as lâmpadas. Um conector de 

alimentação AC bivolt (127 V/220 V) faz a alimentação externa do dispositivo a partir 

da rede elétrica.  

Além disso, as 4 lâmpadas emitem uma irradiância total de 96 mW/cm2 e dose 

entregue ao sistema foi estimada, tendo em conta a geometria de entrega das 

lâmpadas e o volume do tubo: 

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

dessa dose entregue com a dose superficial: 

Dose Superficial de UV-C é igual: 

𝐷𝑈𝑉 =
𝑑𝐸

𝑑𝐴
                                                                                          (3.1) 

onde, E é a energia e A é o elemento área da superfície da lâmpada irradiando o 

tubo. 

Se isolamos E, 

 𝑑𝐸 = 𝐷𝑠𝑑𝐴                                                                                       (3.2) 
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Para determinar a dose, temos que a área considerada será equivalente à seção de 

área da lâmpada cuja radiação atinge o tubo, conforme representado na figura 6. 

Então a área será igual a: 

𝐴 = 2𝛳𝑟𝐿𝑙𝐿                                                                                        (3.3) 

Onde  é o ângulo entre o eixo que liga o centro da lâmpada ao centro do tubo e a 

linha que indica a máxima amplitude da radiação que atinge o tubo, 𝑟𝐿  é o raio da 

lâmpada e 𝑙𝐿 é o comprimento da região irradiada do tubo, equivalente ao 

comprimento da lâmpada. Cada uma destas variáveis são apresentadas na figura 6. 

A partir disso, obtemos da equação 3.2 a energia total entregue em função da dose 

de luz, conforme mostra a equação 3.4. 

𝐸 = 𝐷𝑈𝑉  2𝛳 𝑟𝐿𝑙𝐿                                                                               (3.4) 

A dose (DUV) também pode se reescrever da seguinte forma: 

𝐷𝑈𝑉 =
𝑑𝐸

𝑑𝐴
=  ɸ𝑠𝑡                                                                            (3.5) 

Onde s representa a intensidade superficial de luz ou irradiância, e t o tempo. 

Substituindo a equação 3.5 em 3.4: 

𝐸 = ɸ𝑠 2𝛳 𝑟𝐿𝑙𝐿 𝑡                                                                                (3.6) 

Agora, o interesse é calcular a densidade de energia entregue por volume e não por 

área, ou seja, a Dose Volumétrica (Dv) de energia de entregue. Fazendo uma 

relação entre a dose superficial e volumétrica, a equação fica: 

𝐷𝑉 =
𝑑𝐸

𝑑𝑉
=  

𝐸

𝑉
                                                                                     (3.7) 

Onde E é a energia e V é o volume de líquido no sistema.  
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Figura 6 - Geometria das lâmpadas e tubo de quartzo. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Assim, Substituindo a equação 3.6 em 3.7, a Dose Volumétrica (Dv) de energia 

entregue será: 

𝐷𝑉 =
𝐸

𝑉
=

ɸ𝑠 2𝛳 𝑟𝐿𝑙𝐿 𝑡

𝑉
                                                                    (3.8) 

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

 A irradiância de UV-C para 1 lâmpada s = 0,024 W/cm2  

 A irradiância de UV-C para 4 lâmpadas s = 0,096 W/cm2  
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 2 = 36° = 
𝜋

5
= 0,597 rad 

 𝑟𝐿  = 0,8 cm  

 𝑙𝐿 = 11cm  

Substituindo os dados anteriores, a equação 3.8 fica: 

𝐷𝑉 =
(0,096

𝑊
𝑐𝑚2 )(0,597 𝑟𝑎𝑑)(0,8 𝑐𝑚)(11 𝑐𝑚) 𝑡

𝑉
               (3.8) 

 

𝐷𝑉 = (
0,53

𝑉
) 𝑡                                                                              (3.8)  

Como Dv tendo como unidade J/cm3. 

Então a dose total entregue dependerá do volume do líquido e o tempo de 

irradiação.  

 

Por outro lado, o sistema também está composto por um circuito de tubos de silicone 

e uma bomba peristáltica (WP10, Welco, Japão) com um fluxo de perfusão contínuo 

de 200 mL/min. Os tubos de silicone conectam a bomba a um reservatório de líquido 

que passam pelas lâmpadas.  

 

3.2.3 Descontaminação de S. aureus em PBS 

 

Após o inóculo 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 

descontaminação de luz UV-C. 
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Figura 7- Esquema para sistema de descontaminação UV-C. a) A solução a ser descontaminada foi 
mantida em reservatório, Circuito de perfusão (Cassete). b) do reservatório, a solução é 
bombeada através do circuito, c) onde é irradiada pela fonte de luz UV-C e envia enviada 
de volta ao reservatório através do rim. A fonte de luz UV-C (c, d) é composta por quatro 
lâmpadas que irradiam um tubo de quartzo (e) por onde flui a solução de preservação, 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 após duas 

horas, as amostras foram coletadas apenas a cada hora, até completar 4 horas de 

irradiação. Após a coleta de cada amostra, foi feita uma diluição seriada 10-5, 

seguido de plaqueamento em triplicatas em placas de Petri com meio BHI e 

incubadas a 37ºC, passado 24 horas de crescimento foi realizada a contagem 

bacteriana (figura 8). 

Este experimento foi realizado em três ocasiões, sendo com coleta em triplicata, e 

da mesma maneira os respectivos controles de cada experiência foram realizados 

sem a presença 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 alterações no líquido de preservação Custodiol® 

ou HTK 

Para investigar as alterações no líquido, uma amostra do líquido de preservação 

(Custodiol®) foi coletada nos tempos de 1 h, 2 h, 3 h e 4 h de irradiação e foi 

realizado um espectro de absorbância (Cary UV-Vis50, Varian) entre as regiões 

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 

poços num total de 104 células por poço e foram deixadas para aderir na placa 

por 24 h. Em seguida foram feitas incubações em triplicata com amostras de 

Custodiol® durante a circulaçaõ e irradiação do líquido, que foram coletadas em 

diferentes tempos do protocolo de irradiação correspondentes 10 min, 20 min, 30 

min, 40 min, 50 min, 60 min, 2 h, 3 h e 4 h. 

A placa foi incubada por 4 h em temperatura de 4°C. Após esse período os poços 

foram lavados 2x com tampão 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 solução de MTT por 4 h. Após a incubação, a 
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absorbância foi lida em 590 nm e as médias e desvio padrão dos valores de 

viabilidade celular foram plotados em gráficos no Origin Lab. 

 

3.3 Resultados e discussão 

As figuras a seguir representam as médias dos resultados obtidos, observando a 

quantidade unidades formadoras de colônias (UFC) crescidas de S. aureus para  

diferentes tempos de coleta durante um total de quatro horas de irradiação. Os 

gráficos foram feitos em função da dose e foi calculado usando, 𝐷 = 𝑡 𝑖. Onde, D é a 

dose em (J/cm2), t é o tempo em (s) e i é a Irradiância em (W/cm2). 

 

Então, Irradiância = 0,58 mW/cm2 e os diferentes tempos de coleta em doses 

ficaram: 

 

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

Tempos de 

coleta (min) 

Doses 

(J/cm2) 

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 
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60 2,088 

80 2,784 

100 3,48 

120 4,176 

180 6,264 

240 8,352 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

A figura 9 mostra o comportamento da bactéria sem irradiação como controle e 

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

redução máxima da mesma em PBS. 

Continuação 
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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 irradiação. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

A curva da figura 9 em preto, mostra que na ausência de ação descontaminante, há 

um aparente aumento da carga microbiana com os tempos longos. O aumento de 

quase 1 log para tempos de 2 h (4 J/cm2), pode ser compatível com a multiplicação 

final da carga microbiana em solução. 

Como evidenciado na figura 9, aos 30 minutos de irradiação, houve redução na 

presença das bactérias no líquido circulante em aproximadamente 100%. Os 

experimentos foram repetidos nas mesmas condições apenas por 30 minutos de 

exposição à luz UV-C e coletando amostras a cada 2,5 minutos.  
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A figura 10 demonstra a média da carga microbiana em unidades formadoras de 

colônias em função das doses de luz entregue, apresentando uma redução de mais 

de um decimal (90% aproximadamente) em 10 minutos de irradiação (figura 10).  

 

 

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/cm2 (tempo = 12,5 min) já havia ocorrido a redução 

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

grande eficiência no procedimento de descontaminação do líquido de perfusão em 

processo circulante. Para observar de forma mais clara o intervalo de redução menor 

do que 0,428 J/cm2, um experimento mais detalhado nesta região foi realizado como 

mostrado na figura 10. A diminuição é acentuada já para doses baixas e deve ter 
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uma dinâmica de eliminação que vai além de um mecanismo exponencial simples. 

Em primeira aproximação poderíamos pensar que a carga microbiana obedece uma 

equação de tipo: 

𝑑𝐶µ

𝑑𝐷
=  −𝛾𝑐µ                                                                                       (3.9) 

onde, Cµ é a carga microbiana e  é uma constante ( 
1

𝐷0
) , onde D0 é a dose.  

Isso resultaria em uma dependência exponencial com a dose (𝐷 = 𝐶 𝑡). Isto 

corresponderia a um gráfico linear na escala logarítmica, fato que não é verdade de 

um modo geral. Poderíamos dizer que para tempos curtos, ou seja, para doses 

menores do que 0,4 J/cm2 , o gráfico é aproximadamente linear resultando em:  

𝐶(𝐷)~ 𝐶0 𝑒
−𝐷

𝐷0
(

𝐽

𝑐𝑚2)
= 𝐶(𝐷)~𝐶0𝑒

−12,5 𝐷 (
𝐽

𝑐𝑚2)
                        (3.10)  

onde C é concentração após aplicação de uma dose D, C0 é contaminação inicial. 

Significando que mesmo com baixas doses a diminuição é considerável. O valor de 

D0 ~ 0,08 J/cm2 mostra que o decaimento da carga microbiana atingida com 0,08 

J/cm2 já é de aproximadamente 63%. 

O fato de não termos uma dependência exponencial para todas doses, significa que 

a função pode ser melhor representada por algo como:  

𝐶 =  𝐶0 𝑒
−(

𝐷

𝐷0
)
 [1 + 𝑓(𝐷)]                                                           (3.11)   

onde D é dose, D0 é dose mínima e f(D) corresponde à uma função da dose. 

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

lim
𝐷→0

𝑓(𝐷) ≅ 0 

e que leva em conta toda uma dinâmica do processo de aderência e liberação de 

microrganismos bem como sua multiplicação, e não é o objetivo deste trabalho 

determinar f(D), mas isto poderá ser feito no futuro. O efeito representado pela 

função f deve ser minoritário. 
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Nos experimentos in vitro de descontaminação de PBS circulante, com apenas uma 

dose de aproximadamente 1,3 J/cm2, é possível reduzir 100% das bactérias que 

circulam no líquido (figura 9). Esta dose é atingida em 40 minutos de irradiação com 

UV-C. Comparando com diferentes estudos,47-49 um deles, mais recente por 

Amasino et al., Realizou descontaminação por UV-C de soluções parenterais e 

conseguiu eliminar 100% da carga microbiana com uma dose de 3,4 J/cm2 em 30 

minutos após a irradiação e cargas iniciais de microrganismos de 2,49 log 

(UFC/mL).50  

O resultado mais importante deste estudo é que ficou demonstrada a capacidade do 

sistema em descontaminar o líquido circulante quando este está acoplado ao 

sistema UV-C de descontaminação. Esta é uma etapa importante para qualquer 

procedimento seguinte.  

O tempo de descontaminação é um parâmetro importante pois, a desinfecção do 

órgão tem que ser realizada dentro de tempo hábil de permanência na máquina. 

Sendo capaz de promover uma descontaminação majoritária ao redor de 40 min, 

este quesito fica plenamente preenchido. Resta avaliar se o UV-C causou alguma 

alteração prejudicial ao líquido de perfusão.  

Para investigar as alterações no líquido, uma amostra do líquido de preservação 

(custodiol®) foi coletada e analisada no espectro de absorbância (ver descrição 

3.2.4.) (figura 11), mostrando degradação, alterações muito evidentes no gráfico nas 

bandas largas do líquido após de 4 h de irradiação comparada com o controle sem 

irradiar. 
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Figura 11 –  Espectro de absorbância do Custodiol® irradiado utilizado durante a 4h de circulação do 
líquido pelo sistema. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Por outro lado, também foram feitos testes de toxicidade, para saber se o UV-C 

causava alguma alteração em células (ver descrição 3.2.4.). Foi utilizado como 

controle fibroblastos (HDFn) com o meio ideal de cultura para as células, uma 

amostra do líquido de preservação (Custodiol® HTK) (sem irradiação), e as amostras 

de líquido irradiadas durante a circulação pelo sistema de descontaminação foram 

coletadas cada 10 min até completar 1 h e depois cada hora até completar as 4 h de 

descontaminação. As amostras foram depositadas numa placa de 96 poços 

colocadas para incubar em temperaturas de 4° C, mantendo a temperatura do 

líquido de preservação utilizado durante a perfusão (Figura 12). 
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Figura 12 –  Citotoxicidade do líquido de preservação (Custodiol
®
 HTK) em fibroblastos durante 4 h 

de circulação do líquido pelo sistema. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

O gráfico da figura 12 evidencia as absorbâncias das diferentes amostras do líquido 

de preservação irradiado nos diferentes tempos. A amostra HTK sem irradiação 

apresentou uma absorbância um pouco menor da absorbância do controle. Com 

relação ao controle das amostras do líquido coletadas durante os primeiros 50 min 

de irradiação e inoculadas nas células apresentaram maior viabilidade e após de 1 h 

de irradiação essa viabilidade começou a diminuir. Os valores mais baixos de 

viabilidade nas células foram coletados nos tempos de 2 h e 3 h de irradiação do 

líquido com absorvâncias menores a 0,2. Curiosamente na última hora de irradiação, 

ou seja, as 4 h de descontaminação, a viabilidade aumentou com uma absorbância 

maior a 0,4.  
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3.4 Conclusões parciais 

A descontaminação em líquidos translúcidos como PBS através da irradiação UV em 

comprimentos de onda de 254 nm com doses mínimas de 1 J/𝑐𝑚2 é suficiente para 

eliminar altas cargas bacterianas de S. aureus em períodos de tempos curtos de 30 

minutos. Por outro lado, mostra-se que ocorrem alterações no líquido de 

preservação durante e após da irradiação com UV-C durante 4 h de circulação pelo 

sistema de descontaminação, mas que não causam no tempo considerado de 1 h 

toxicidade aparente à célula. 
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4 Simulação in vitro com modelo experimental renal variando os 

parâmetros físicos da perfusão em processo de contaminação e 

descontaminação 

 

Neste capítulo é apresentado o objetivo específico que consiste em desenvolver um 

modelo experimental de rim para contaminação e descontaminação de líquido 

circulante de preservação de órgão variando parâmetros físicos como temperatura 

com seus respectivos resultados, discussões e conclusões. 

 

4.1 Objetivos específicos 

 

 Desenvolver um modelo experimental in vitro, que tenha caracteristicas de 

rim, para contaminação e descontaminação de líquido circulante de 

preservação de órgão variando parâmetros físicos da perfusão. 

 

4.2 Metodologia 

 

4.2.1 Microrganismo 

As bactérias S. aureus foram preparadas seguindo a descrição 3.2.1. 

4.2.2 Sistema de descontaminação 

Em busca de novas formas de eliminar mais carga bacteriana que permanece no 

órgão sem alterá-la, foi desenhada uma metodologia que incorporou a solução de 

preservação (Custodiol) circulando por um modelo experimental  de órgão e 

alterando parâmetros físicos como a temperatura do líquido circulante. Inicialmente, 

o modelo experimental (feito de uma esponja dentro de seringas) foi adaptado ao 

sistema de descontaminação (ver descrição 3.2.2) (Figura 13). Optamos pela 

escolha de uma esponja de cozinha comercial como modelo porque a função 

principal é absorver líquidos, fazendo retenção mecânica 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 descontaminação por luz UV-C. a) modelo experimental para simular o rim, b) 
fonte de luz UV-C, c) bomba peristáltica. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

4.2.3 Descontaminação de S. aureus modelo experimental de rim 

Após o inóculo 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 contaminação. Cada experimento foi realizado em três 

condições: 1) temperatura ambiente (25º C - 27º C), 2) temperatura baixa (15º C - 

17º C) e 3) temperatura alta (36º C - 38º C). Cada uma destas temperaturas foi 

monitoradas com um termômetro digital (Minipa tipo vareta Mv-363) e um 

termômetro infravermelho (Minipa mt‑350). Para manter a temperatura baixa, o 

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 perfusão e descontaminação por UV-C. Todas as amostras coletadas 

foram ressuspensas e diluídas 10-5 com PBS e todo e cada teste com diferentes 

condições de temperatura foram realizados em triplicata e da mesma forma os 

respectivos controles para cada teste foram realizados sem a presença de luz UV-C. 

Em seguida, foi realizado ultrassom (Maxsonic D-40XAE CTA do Brasil) por 20 

minutos com temperatura de 27º C, na esponja extraída das seringas que formavam 

o fantoma, para tentar remover as bactérias aderidas e por último, foi realizado um 

SWAB na esponja após o ultrassom para monitorar a carga microbiana que 

permanece após o processo de descontaminação circulante. 

Este experimento foi realizado em três condições e com triplicata das amostras para 

contagem de UFC/mL e da mesma maneira os respectivos controles de cada 

experiência foram realizados sem a presença de luz UV-C. 

De modo geral, em função do tempo, após de instalar o modelo renal e adicionar o 

líquido de perfusão dentro do sistema o experimento foi feito durante um intervalo de 

tempo que começa desde a adição do líquido de perfusão no modelo, seguida 

adição de bactéria no líquido até a coleta das amostras irradiadas por UV-C como 

apresenta a figura 14.  

 

Figura 14 – Metodologia em função do tempo do experimento. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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4.3 Resultados e discussão 

A inibição do crescimento de S. aureus no modelo renal adaptado ao sistema de 

descontaminação de luz UV-C, foi analisada pela contagem do número 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 

condições de temperatura foi mantido entre 5 e 6 logs (UFC/mL). Nenhuma 

diferença significativa foi encontrada nas diferentes faixas de temperatura testadas. 

Reduções bacterianas de 100% são geralmente observadas após 120 minutos de 

irradiação à temperatura ambiente e baixas temperaturas com uma dose de luz UV-

C de 3 J/cm2. 

 

Figura 15 - A inibição do crescimento de S. aureus com 4 h de radiação 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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Após cada experimento irradiado e controle, a esponja isolada (modelo 

experimental) foi colocada em dispositivo de agitação ultrassônica (Maxsonic D-

40XAE, CTA do Brasil) durante 20 min a 27°C, para tentar retirar a maior quantidade 

de S. aureus do material. A inibição do crescimento bacteriano foi analisada pela 

contagem do número de UFCs de maneira dependente da dose, conforme mostrado 

na figura 16. Todos os dados foram divididos em fluxo de saída e fluxo de entrada do 

modelo renal. Após do ultrassom há liberação de 3 logs (UFC/mL) de bactérias da 

esponja nos testes de alta temperatura em relação 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 saída. 

 

Figura 16 -  Inibição do crescimento de S. aureus na amostra após ultrassom. Temperatura Alta 
controle (T.A.C) e Temperatura alta irradiada (T.A.I) 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. 
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O crescimento bacteriano observado após a coleta de amostra por esfregaço de 

swab feita na esponja (figura 17) mostra uma recuperação de 3-4 logs (UFC/mL) 

aproximadamente após o líquido ser irradiado por 4 h com luz UV-C. Também 

mostrando um crescimento uniforme nas amostras de fluxo de entrada e saída, 

exceto em temperatura ambiente irradiada na saída de fluxo que não apresenta 

crescimento bacteriano. 

 

Figura 17 -  Inibição do crescimento de S. aureus na amostra após Swab na esponja. Temperatura 
Alta controle (T.A.C) e Temperatura alta irradiada (T.A.I) 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. 

 

Além disso, foi observado o crescimento bacteriano após a coleta por swab feita na 

seringa que compôs o modelo renal (figura 18), mostra uma recuperação de 3-4 logs 

(UFC/mL) aproximadamente após o líquido ser irradiado por 4 h com luz UV-C nas 

diferentes temperaturas na entrada do fluxo e também mostra uma recuperação de 

2-3 logs (UFC/mL) aproximadamente nas diferentes temperaturas na saída do fluxo. 

O crescimento é uniforme nas amostras do fluxo tanto na entrada como na saída, 
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exceto em temperatura ambiente irradiada na saída de fluxo que apresenta o menor 

crescimento bacteriano. 

 

 

Figura 18 -  Inibição do crescimento de S. aureus na amostra após Swab na seringa. Temperatura 
Alta controle (T.A.C) e Temperatura alta irradiada (T.A.I) 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 capítulo, se observa que permanecem 

microrganismos retidos no modelo renal. Ao passar o líquido circulante que está 

sendo descontaminado pelo sistema de UV-C, ocorre a liberação de mais 

microrganismos no líquido conforme a concentração microbiológica diminui. Porém, 

a eliminação de microrganismos ocorre mais rapidamente que a liberação dos 

microrganismos retidos. Então temos a variação da concentração microbiana 

depende da dose:  

𝑑𝐶µ

𝑑𝐷
= −𝛶𝐶µ + 𝐿(𝐷)                                                                     (4.1) 
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onde Cµ é a carga microbiana em solução,  é uma constante  (
1

𝐷0
) e L(D) é a 

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

quantidade de microrganismos eliminados). 

Ocorre que pelo demostrado, o que se está eliminando (- Cµ) é inicialmente maior 

do que o liberado (L), ou seja, eliminação supera a liberação e, portanto, há 

decaimento. Porém como a liberação é baixa, muitos microrganismos ficam retidos 

no reservatório do modelo de rim. Isto mostra que a dinâmica de liberação-

eliminação precisa ser melhor balanceada. Isto é necessário já que o alvo da 

descontaminação é o órgão e apenas a descontaminação da solução não é um 

resultado satisfatório. 

Por outro modo, temos que as bactérias, devido à sua sensibilidade aos antibióticos, 

foram capazes de desenvolver estratégias para sobreviver e uma delas é a formação 

de biofilmes, onde S. aureus é uma espécie líder.51-52 Esses biofilmes ajudam esses 

microrganismos a aderir às superfícies e resistir a ameaças ambientais, 

desinfetantes químicos e até a radiação UV que danifica as células.53 A 

determinação desses tipos de fatores ou condições bacterianas é importante quando 

se utiliza ferramentas de descontaminação, como irradiação UV, para inativar 

patógenos. Estudos como os de Bae e Lee54 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 superfícies de polipropileno e aço 

inoxidável, são necessários mais de 1 J/𝑐𝑚2, enquanto no estudo de Hadjok et al.,55 

para desativar a mesma quantidade de log (UFC/mL) de Salmonella pulverizada em 

alface, sem a presença de biofilmes, foram necessários aproximadamente 0,038 

J/𝑐𝑚2. Embora sejam experimentos com diferentes delineamentos experimentais, 

seu objetivo acaba sendo o mesmo, mostrando a importância quanto ao fato de 

esses microrganismos serem ou não protegidos por biofilmes. 

Finalmente, as bactérias geralmente preferem crescer nas superfícies de substratos 

disponíveis, com condições ideais para seu habitat a crescer em fases aquosas.56 

Esse mecanismo de seleção está envolvido com a adesão bacteriana e é um 

processo complexo porque envolve muitos fatores, como fatores ambientais, 
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condições de fluxo associadas, presença de proteínas ou antibióticos séricos, 

propriedades bacterianas, características da superfície do material, entre outros,57 o 

que explica os desafios encontrados pelo modelo de inativação deste estudo para 

reduzir a carga microbiana que permanece no órgão. 

4.4 Conclusão parcial 

A descontaminação em líquidos com altas concentrações bacterianas continua tendo 

resultados satisfatórios em tempos curtos de irradiação, mas as colônias de S. 

aureus que ficaram retidas no modelo experimental de rim não estão sendo 

eliminadas. Esse resultado pode estar relacionado com parâmetros como a 

intensidade do fluxo e a aderência das bactérias nas paredes ou poros do modelo. 

Por outro lado, a retenção de microrganismos pelo modelo de rim mostra que, uma 

vez que a liberação é lenta, o processo de descontaminação do “órgão” ainda não é 

eficiente. O aumento da temperatura parece facilitar a liberação (figura 19), porém 

não é conveniente para preservação. Será necessário investigar formas de 

aceleração de liberação de microrganismos em estudos futuros. 

 

 

Figura 19 – Redução de microrganismos nas diferentes temperaturas testadas do líquido de 

preservação. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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5 Perfusão e descontaminação ex vivo de rim de porco 

 

Finalmente, este capítulo contém os procedimentos e resultados de experimentos 

realizados com rins de porco ex vivo, que foram contaminados por S. aureus e 

descontaminados por irradiação por UV-C durante seu processo de perfusão. 

 

5.1 Objetivos específicos 

 

 Avaliar a capacidade de descontaminação da solução de preservação 

circulando pelo rim de porco ex vivo infectado por meio de irradiação com luz 

ultravioleta-C (UV-C) em 254 nm. 

 

5.2 Metodologia 

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

seguintes itens. 

5.2.1 Microrganismo 

As bactérias S. aureus foram preparadas seguindo a descrição 3.2.1. 

5.2.2 Sistema de descontaminação 

Ver descrição 3.2.2. O sistema de descontaminação foi adaptado em uma máquina 

de perfusão renal fornecida pela “Organ Recovery Systems”. Para ter sucesso na 

conexão do sistema na máquina, foram realizados furos no cassete ou circuito de 

perfusão da máquina (figura 7, parte 2) que permitiram a troca de líquido entre o 

sistema de descontaminação e a máquina sem afetar o processo de perfusão. 
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Figura 20 – Metodologia geral de contaminação e descontaminação ex vivo de rim de porco. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

5.2.3 Contaminação e descontaminação de S. aureus no líquido de 

preservação, durante a perfusão de um rim suíno. 

Para corroborar as experiências in vitro realizadas de descontaminação para o 

líquido circulante, foi realizada a contaminação do Custodiol, uma perfusão e 

descontaminação do rim suíno. 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-celíaco e heparinizado com 25000 UI de heparina sódica, 

30 minutos após sua extração, foi colocado e conectado em uma máquina de 

perfusão renal “Lifeport Kidney Transporter” com 1 L de soro fisiológico. A máquina 
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de perfusão foi mantida configurada e monitorada com valores aproximados de 

temperatura a 2°C – 4ºC, pressão de 30 mmHg, fluxo de 40 mL/min e resistência de 

0,70 mmHg/(mL/min). 

 

 

Figura 21 – Rim de porco perfundido. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Antes da infusão, houve uma série de problemas devido à difícil canulação do órgão 

e a pouca experiência de nosso grupo nesse processo, atrasando o processo de 

perfusão 1 h após a extração do rim. 

A infusão foi realizada diretamente, 4 horas após a heparinização do rim, a solução 

sérica heparinizada foi trocada por Custodiol e 3 mL de inóculo de 8 log (UFC/mL) 

de S. aureus que foram preparados previamente. Logo depois se deixou em 

perfusão por 1 hora para garantir a contaminação do rim. Após 1 hora, uma amostra 

do líquido circulante foi coletada no tempo zero e o sistema descontaminador com 

fonte de luz UV-C foi ligado à máquina Lifeport (figura 22) que não alterou a perfusão 

do órgão. Em seguida, as amostras foram coletadas nos momentos 10, 20, 30, 60, 

90, 120, 150, 180, 210, 240 minutos de perfusão e descontaminação por UV-C, para 

então fazer uma diluição em série e plaqueamento das amostras em placas de Petri. 

Finalmente, foi realizado um rim macerado e foram coletadas 3 amostras, que foram 
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diluídas para determinar a quantidade de S. aureus que permaneceu no órgão após 

a irradiação. As amostras foram incubadas por 24 horas a uma temperatura de 37 ºC 

para realizar subsequentemente a contagem bacteriana. 

 

Figura 22 - Sistema de descontaminação de rim porcino. a) maquina Lifeport, b) fonte de luz UV-C, c) 

bomba peristáltica. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

5.2.4 Testes para determinar alterações no líquido de preservação 

Custodiol® ou HTK 

As amostras do líquido de preservação irradiado durante a perfusão do órgão para 

os testes de absorbância e citotoxicidade em células foram preparadas seguindo a 

descrição 3.2.4. 

Para realizar o espectro de absorbância, a amostra do líquido de preservação foi 

coletado após de 4 h de irradiação e para realizar o teste de citotoxicidade em 

células, as amostras do líquido de preservação foram coletadas nos tempos de 1 h, 

2 h, 3 h e 4 h de irradiação.  
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5.3 Resultados e discussão 

Nos resultados da contagem bacteriana, observa-se que nas amostras obtidas do 

líquido circulante, 5 log (UFC/mL) de S. aureus diminuíram 1,5 log após 90 minutos 

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

 

Figura 23 - Bactérias recuperadas da infecção com S. aureus. Crescimento de S. aureus durante as 

4h de perfusão e irradiação UV-C. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Por outro lado, antes e depois do processo de contaminação e descontaminação do 

líquido de preservação de órgãos, amostras foram coletadas para comprovar a 

eficácia da contaminação por S. aureus e descontaminação do rim, resultados 

apresentados na figura 24. O gráfico mostra a quantidade de S. aureus recuperada 

do inóculo inicial com mais de 8 log (UFC/mL) de bactérias, a solução de 

preservação de órgão (Custodiol®) que não apresentou contaminação nenhuma já 
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que era estéril. Continuando, a figura também mostra as amostras dos líquidos 

coletadas no tempo 0 (Zero) após da contaminação com bactérias com 4.5 log 

(UFC/mL)  e depois de 1 h de circulação com bactérias sem irradiação com mais de 

5 log (UFC/mL) de bactérias recuperadas. Outro resultado importante da figura 24 é 

a quantidade de S. aureus que o órgão libera após da troca do líquido contaminado 

por líquido de preservação novamente estéril, recuperando 5 log (UFC/mL) de 

contaminação. Finalmente, mostra o resultado da maceração do rim, após de 4 h de 

irradiação com UV-C, com 4.5 log (UFC/mL) de bactérias recuperadas, ou seja, o 

sistema de perfusão não é eficiente para ajudar a remover as bactérias que estão 

dentro dos tecidos do órgão.  

 

 

Figura 24 -  Bactérias recuperadas da infecção com S. aureus no líquido. O inóculo inicial de S. 
aureus, HTK é a amostra estéril do líquido de perfusão, T0 é a amostras de HTK inicial 
com bactéria S. aureus, 1h é o HTK com bactéria S. aureus após 1h de infusão, HTK 
trocado é a amostra do líquido de preservação nova trocada no sistema para continuar 
a perfusão do rim e No rim corresponde as amostras maceradas após da 
descontaminação. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Analisando o comportamento dos dados na figura 23, se a taxa de variação da carga 

microbiana Cµ como função da dose D é dada por:  

𝑑𝐶µ

𝑑𝐷
=  −𝛶 𝐶µ + 𝐿(𝐷)                                                                      (5.1) 

onde  é uma constante ( 
1

𝐷0
), que representa o que se está eliminando pela 

descontaminação (- Cµ), e L(D) é a liberação de microrganismos pelo tecido que 

também depende da dose (quanto maior a eliminação pela irradiação, maior a 

liberação pelo tecido), ocorre que a taxa de liberação se iguala ao poder de 

eliminação. Neste ponto 

𝑑𝐶µ

𝑑𝐷
≅ 0                                                                                             (5.2) 

ou seja,  

𝛶 𝐶µ
𝑒𝑠𝑡𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑟𝑖𝑎~ 𝐿(𝐷)  

ou 𝛶 𝐶µ
𝑒𝑠𝑡𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑟𝑖𝑎~ 103𝑈𝐹𝐶/𝑚𝐿 

onde o valor de Cµ
estacionaria ~ 103 UFC/mL, esse valor foi estimado a partir do 

resultado de redução microbiana da figura 23 e sendo  uma constante ( 

1

𝐷0
~12,5J/cm2).  

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

𝐿 ~ 1,25 104
(𝑈𝐹𝐶 𝑐𝑚2)

(𝐽 𝑚𝐿)
                                                                       (5.3) 

É importante notar que, com esta liberação e com a entrega de 8 J/cm2 em 4 h, o 

tempo para eliminação seria muito superior às 4 h do experimento.  

De fato, ao olharmos a curva da figura 23, nota-se uma diminuição de solução 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 necessária aproximadamente 18 h. Isto claramente mostra 

a necessidade de acelerar a liberação. 
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Finalmente, de forma geral, os resultados desse estudo mostraram que há uma série 

de parâmetros que devem ser estudados e controlados detalhadamente para o 

sucesso da técnica em qualquer experimento ou processo de descontaminação, 

como a qualidade das soluções que envolve o aparecimento de substâncias 

dissolvidas ou em suspensão que interferem na transmissão da luz UV ou na 

absorção da luz irradiada pela bactéria, exigindo mais tempo de exposição na 

amostra e diminuindo a eficácia do tratamento.58-63 As condições das lâmpadas, a 

limpeza do tubo de quartzo e o tempo de uso adequado da lâmpada são fatores que 

podem interferir na dose de UV, entre outros parâmetros. 

Como foi mencionado anteriormente, a dose é um fator importante nessa técnica, 

pois as bactérias podem sofrer um mecanismo conhecido como reparo64-69 que 

determina as taxas de inativação bacteriana. A taxa de inativação é altamente 

dependente do microrganismo e do meio a ser irradiado; estudos mostram que, com 

apenas 1 minuto de radiação UV-C e com uma dose de 0,78 J/cm2, é possível 

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 planctônicas.70-71  

Em outros estudos, foi necessário mais tempo de irradiação (30 min) para reduzir 

logs de 1,7 (UFC/mL) com uma dose de 0,78 J/cm2 ou aumentar a dose (23 J/cm2) 

para reduzir 2,5 log (UFC/mL) de bactérias como S. aureus em meios onde a luz não 

penetra uniformemente.70 Wright et al., (2000)72 examinaram a eficácia da luz UV na 

redução de E. coli em cidra de maçã. Para seus estudos, um modelo CIDER-10uv 

(Ideal Horizons, Poultney, VT) foi usado para administrar doses variando de 0,094 a 

0,061 J/cm2. Esta unidade empregada tinha 10 câmaras UV individuais conectadas 

em série, através das quais a cidra de maçã era bombeada como uma película fina. 

O tratamento com UV reduziu significativamente o patógeno com uma redução 

média de 3,81 log (UFC/mL).72 

Adicionalmente, Wallace et al., (2019) reduziram aproximadamente 1,5 log (UFC/mL) 

de S. aureus resistente à meticilina em PBS com soro bovino fetal para simular 

fluidos corporais na dose de 0,06286 J/cm2.73 Gora et al., (2019)74 inativaram 1,3 log 

(UFC/mL) de P. aeruginosa ligada ao biofilm com doses de UV de 0,08 J/cm2 e 
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finalmente, Di Bernardo e Dantas, em 2005, publicaram as diferentes doses 

necessárias de luz UV para inativar microrganismos patogênicos em humanos.75 

Garantir que cada um dos microrganismos receba a dose de radiação necessária 

para ser eliminada se torna um desafio e um problema que deve ser minimizado. 

Nesse caso, falamos sobre o perfil do fluxo de soluções que desempenham um 

papel importante no processo. Neste estudo, é implementado um sistema de fluxo 

contínuo de 200 mL/min. Comparando com a literatura, Wright et al., (2000) 

avaliaram a redução logarítmica de E. coli usando várias taxas de fluxo, variando de 

1,0 a 6,5 L/min, correspondendo a uma uma redução média de 3,81 log (UFC/mL).72 

No estudo de Guerrero et al., (2005), Os log10 de redução obtido após 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).76 E um fluxo contínuo de 

100 mL/L ajuda a inativar 1,3 log (UFC/mL) de P. aeruginosa vinculado ao biofilme.73 

A dose de UV é inversamente proporcional à taxa do fluxo. Isso significa que quanto 

maior a taxa de fluxo através do sistema UV, menor o tempo de exposição dos 

microrganismos à luz UV e, portanto, menor a probabilidade de ser atingido pela luz 

UV.76 Aumentar o tempo de recirculação ou número de ciclos, pode aumentar a 

probabilidade de microrganismos serem atingidos pela luz UV.72 Ainda assim, os 

dados variam de acordo com o equipamento usado para a desinfecção por UV, bem 

como a natureza do líquido que está sendo tratado. Por esse motivo, seria sensato 

investigar a eficácia do UV para uso em uma situação específica.77 Além disso, a 

mudança de um perfil de fluxo laminar a perfil para um perfil de turbulência do líquido 

no sistema pode aumentar a inibição microbiana, expondo mais partes do líquido à 

luz UV.76-78 

Para investigar as alterações no líquido, uma amostra do líquido de preservação 

(custodiol®) foi coletada e analisada no espectro de absorbância na região de 270 e 

500 nm (figura 25), mostrando pouca degradação, alteração na banda larga do 

líquido após de 4 h de irradiação. 
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Figura 25 - Espectro de absrbância do Custodiol® irradiado após a perfusão do órgão. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Por outro lado, também foram feitos testes de toxicidade, para saber se o UV-C 

causava alguma alteração em células. Foi utilizado como controle fibroblastos 

(HDFn) com o meio ideal de cultura para as células, uma amostra do líquido de 

preservação (Custodiol® HTK) (sem irradiação), e as amostras de líquido irradiadas 

durante a circulação pelo sistema de descontaminação foram coletadas cada uma 

hora até completar 4 h de descontaminação. As amostras foram depositadas numa 

placa de 96 poços colocadas para incubar em temperaturas de 4° C, mantendo a 

temperatura do líquido de preservação utilizado durante a perfusão (Figura 26). 
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Figura 26 - Citotoxicidade do líquido de preservação (Custodiol® HTK) em fibroblastos durante 4 h de 
perfusão do órgão. 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

A figura 26 mostra a absorbância das diferentes amostras do líquido de preservação 

irradiado nos diferentes tempos. Com relação ao controle, as amostras coletadas 

durante as duas primeiras horas de irradiação e inoculadas nas células 

apresentaram maior viabilidade. Após da terceira e quarta hora de irradiação com 

UV-C foi diminuindo a 1 que é o valor da absorbância que apresentou a amostra de 

fibroblastos em meio ideal. Pelo Custodiol® ser uma solução apropriada para baixas 

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

Estes estudos mostraram que as alterações são pequenas, não causando no tempo 

considerado alterações e nem toxicidade à célula.  
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5.4 Conclusão parcial 

Ao avaliar os protocolos de contaminação renal e descontaminação de fluido 

circulante em experimentos ex vivo, a perfusão de um rim de porco foi realizada por 

quatro horas, onde o líquido de perfusão (custodiol) foi inicialmente contaminado e 

depois irradiado com luz UV-C para inativação bacteriana. Foi possível reduzir a 

carga bacteriana circulante no líquido de preservação em 60%, embora, o 75% de 

log (UFC/mL) de S. aureus inoculado após a maceração de órgãos foi recuperado, 

mostrando que esse modelo não é suficiente para reduzir efetivamente a carga 

bacteriana no rim. 
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6 Conclusão  

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 

líquido circulante durante a perfusão dos rins, com a ajuda da técnica de irradiação 

óptica de luz UV-C. S. aureus é uma bactéria de grande importância devido à sua 

ampla variedade de manifestações de doenças nosocomiais e é fácil se tornar 

resistente a antibióticos,30-31 o que torna sua importância no estudo. 

Com a realização deste estudo se conseguiu desenhar um modelo de contaminação 

e descontaminação de rim circulante eficiente, o uso de uma técnica óptica como é o 

caso da irradiação ultravioleta-C especificamente no comprimento de onda de 254 

nm teve um papel muito importante na inativação de microrganismos no líquido 

circulante.  

Durante 4 horas de irradiação foi possível a redução do 100% da carga microbiana 

no líquido, sem as barreiras oferecidas por estruturas complexas como o próprio 

órgão. Durante a perfusão do rim se conseguiu a redução do 99% da carga 

microbiana no líquido de preservação, o que corresponde à redução de 2 log 

(UFC/mL) de S. aureus aproximadamente, resultados satisfatório mas que também 

revelou as limitações da técnica na descontaminação do próprio órgão com os 

parâmetros estabelecidos durante o desenho do modelo. 

As limitantes neste trabalho de forma geral são as baixas taxas de liberação dos 

microrganismos presentes no tecido do órgão para circulação no sistema. Esta 

liberação poderia se beneficiar de processos físicos como a aplicação de ultrassom 

no próprio rim, por meio de um dispositivo sonicador adaptado ao recipiente que 

hospeda o órgão, não alterando a viabilidade do órgão já que nos resultados 

apresentados no capítulo 2 deste trabalho observa-se liberação extra de carga 

microbiana após aplicação 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 órgão no líquido de preservação circulante que poderia 

bloquear a ação da UV-C. Este problema poderia ser reduzido em estudos futuros 

com filtros colocados antes do líquido passar pela fonte descontaminadora, de modo 

a reduzir a turbidez provocada pelas partículas sanguíneas. 
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O estudo revelou que, ainda que haja desafios a sobrepujar, o uso da técnica é 

promissor para o processo de descontaminação de líquido de preservação de órgão 

circulante durante a perfusão e em posteriores estudos se tentará procurar 

alternativas juntos com a irradiação UV-C para aumentar a eficácia do processo de 

descontaminação do órgão sob perfusão. 
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