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RESUMO

MATOS GAMEZ, Y. Avaliacdo de técnicas Opticas para descontaminacdo de 6rgdos
solidos para transplantes em modelos in vitro e ex vivo. 2022. 122p. Tese (Doutorado em
Ciéncias) - Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sao Paulo, S&o Carlos, 2022.

A disponibilidade de 6rgéos € um fator limitante para o transplante, resultando em altas taxas
de mortalidade de pacientes na lista de espera. A infeccdo de Orgdos por microrganismos
patogénicos € uma das causas de descarte de 0rgaos, devido ao alto risco de contaminagao do
receptor e os consequentes problemas associados. A radiacdo ultravioleta C e a Terapia
Fotodinamica sd&o modalidades antimicrobianas estabelecidas para a inativacdo de
microrganismos patogénicos, e quando combinada com a perfusdo ex vivo do 6rgdo pode se
tornar uma alternativa para o tratamento de enxertos contaminados. Neste estudo, investigamos
a viabilidade do uso da radiagdo UV-C e a Terapia Fotodinamica para a descontaminacéo de
6rgdo sélido em modelos in vitro e ex vivo associados a perfusdo em um equipamento de
perfusdo renal. Diferentes modelos in vitro foram desenvolvidos simulando condi¢bes
estruturais distintas de adesdo bacteriana no interior do modelo e avaliando a contaminacao
bacteriana remanescente dos materiais, sendo utilizadas membranas metélicas e uma ceramica
porosa como superficies para a contaminagdo bacteriana. A linhagem bacteriana
Staphylococcus aureus foi utilizada nas formas planctdnica e em biofilme. Nos modelos in vitro
a radiacdo UV-C de 60 min e fluéncia 64,8 J/cm? promoveu a inativacio completa no perfusato
circulante de 6 a 7 log (CFU/mL). No entanto, ndo houve a descontaminagdo dos materiais. A
combinacdo da radiacdo UV-C com 500 mg de Oxacilina Sédica no perfusato ndo foi efetiva
para alterar a aderéncia nem a viabilidade das células bacterianas nos materiais contaminados.
A Terapia Fotodindmica para a descontaminac&o do Custodiol® circulante com azul de metileno
e 660 nm obteve inativacdo de apenas 1 log (CFU/mL) durante 4 h de irradiacdo (fluéncia de
432 J/cm?). Novamente ndo foi observada descontaminagio relevante dos materiais
empregados. Finalmente, foi utilizado um modelo ex vivo de figado de rato infectado, e os
resultados também mostraram contaminagdo residual de 6rgaos e até mesmo uma diminuicao
da eficécia de inativagcdo no perfusato. Os resultados mostram a viabilidade da utilizacdo da
radiagdo UV-C na inativacdo de S. aureus do meio circulante e a relevancia do desenvolvimento
de métodos alternativos para a desaderéncia bacteriana ou tratamento antimicrobiano in situ
para melhorar a descontaminacdo de 6rgdos em combinacdo com o tratamento UVC do

perfusato.



Palavras-chave: Radiacdo UV-C. Terapia fotodindmica. Inativagdo microbiana. Perfusdo ex
vivo. Descontaminacéo de figado.



ABSTRACT

MATOS GAMEZ, Y. Evaluation of optical techniques for decontamination of organs for
transplantation in vitro and ex vivo models. 2022. 122p. Thesis (Doctor in Science) - Sdo Carlos
Institute of Physics, University of Sdo Paulo, Sdo Carlos, 2022.

The availability of organs is a limiting factor for transplantation, resulting in high mortality
rates of patients on the waiting list. Organ infection by pathogenic microorganisms is one of
the causes of organ discarding, due to the high risk of contamination of the recipient and the
consequent associated problems. Ultraviolet C radiation and Photodynamic Therapy are
established antimicrobial modalities for the inactivation of pathogenic microorganisms, and
when combined with ex vivo organ perfusion may become an alternative for the treatment of
contaminated grafts. In this study, we investigated the feasibility of using UV-C radiation and
Photodynamic Therapy for solid organ decontamination in in vitro and ex vivo models
associated with perfusion in a renal perfusion machine. Different in vitro models were
developed simulating different structural conditions of bacterial adhesion inside the model and
evaluating the remaining bacterial contamination of the materials, using metallic membranes
and a porous ceramic as surfaces for bacterial contamination. The bacterial strain
Staphylococcus aureus was used in planktonic and biofilm forms. In the in vitro models, UV-
C radiation of 60 min and fluence 64,8 J/cm? promoted the complete inactivation in the
circulating perfusate of 6 to 7 log (CFU/mL). However, there was no decontamination of the
materials. The combination of UV-C radiation with 500 mg Oxacillin Sodium in the perfusate
was not effective in altering the adherence and viability of the bacterial cells in the contaminated
materials. Photodynamic therapy for decontamination of circulating Custodiol® with
methylene blue and 660 nm obtained inactivation of only 1 log (CFU/mL) during 4 h of
irradiation (fluence of 432 J/cm?). Again, no relevant decontamination of the materials used
was observed. Finally, an ex vivo infected rat liver model was used, and the results also showed
residual organ contamination and even a decrease in inactivation efficiency in the perfusate.
The results show the feasibility of using UV-C radiation in the inactivation of S. aureus of the
circulating medium and the relevance of developing alternative methods for bacterial
deadherence or in situ antimicrobial treatment to improve organ decontamination in

combination with UVC treatment of the perfusate.

Keywords: UV-C radiation. Photodynamic therapy. Microbial inactivation. Ex-vivo perfusion.

Liver decontamination.
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1 INTRODUCAO

O transplante é um procedimento cirdrgico eficaz para a faléncia de 6rgaos em estagio
avancado, que consiste na reposi¢do de um o6rgao (coracdo, pulmao, rim, pancreas, figado) ou
tecido (medula dssea, 0ssos, corneas) de uma pessoa doente (receptor), por outro 6rgéo ou
tecido compativel de um doador vivo ou morto, com o intuito de devolver a funcionalidade do
0rgdo e garantir a sobrevivéncia do receptor.

Existem dois tipos de transplante: o transplante inter-vivos onde sua efetivacdo é
possivel apenas para alguns 6rgdos podendo ser doado um dos rins, parte do figado, parte do
pulmao e ainda parte da medula 6ssea; nesse caso, segundo a legislacdo, somente podem ser
doadores parentes até o quarto grau e cdnjuges, aqueles que ndo sdo parentes s6 podem fazer a
doacdo com autorizacdo judicial; e o transplante de doador falecido, aonde somente é
considerado quando o doador recebe o diagnostico de morte encefalica e o érgdo alvo a ser
doado fisiologicamente normal, além de contar com o consentimento dos familiares e do
receptor.?

O transplante de 6rgédos solidos vem sendo considerado o tratamento de eleicdo para
melhorar a qualidade de vida de pessoas que apresentam doencas cronicas de caréater
irreversivel que afetam rim, pancreas, figado, coracdo e pulméo. Na atualidade, a demanda de
transplantes de 6rgdos solidos no mundo tem um crescimento elevado devido ao aumento de
doencas que causam a faléncia orgénica terminal.? Entre as doengas mais comuns encontram-
se: insuficiéncia cardiaca terminal,® enfermidade pulmonar obstrutiva cronica,* cirrose hepética
e fibrose hepatica cronica,® encefalopatia hepética, varizes esofagicas hemorrégicas,
insuficiéncia hepatica aguda, hepatites/necroses fulminantes, enfermidades malignas como o
carcinoma hepatocelular, hepatoblasma, hemangioendotelioma, colangiocarcinoma,®
esteatohepatite ndo-alcodlica (EHNA), cirroses alcoolica, hepatite C,” insuficiéncia renal
cronica, glomerulonefrite, enfermidade renal policistica, malformagdes congénitas, lupus,®
entre outras. Nesses casos, o transplante de 6rgaos pode ser a Gnica opcao de tratamento para a
sobrevivéncia do paciente.

Segundo o Observatorio Global sobre Doacéo e Transplante (GODT),® em 2019 foram
transplantados 153.863 6rgéos solidos, sendo 100.097 rins, 35.784 figados, 8.722 coragdes,
6.800 pulmdes, 2.323 pancreas e 137 intestinos. No entanto, estes nimeros correspondem a
apenas cerca de 10% das necessidades globais.® Dados fornecidos pela Associagio Brasileira
de Transplante de Orgdos (ABTO) mostram que até dezembro de 2020, 43.642 pacientes ativos

foram reportados na lista de espera para transplante de 6rgdos no Brasil, sendo Sao Paulo a
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cidade com o maior nimero de pacientes registados (18.891).1° No Brasil, 26.862 pacientes
estdo a espera de uma doacédo de rim, e 1.031 para doagdo de figado, representando 61,6% e
2,4%, respectivamente, do total de 6rgdos solidos.

O figado representa um dos principais orgaos sélidos transplantados. A preservacdo
dinamica ¢é realizada através da perfusdo ex vivo,! permitindo que a viabilidade de transplante
seja avaliada numa base continua e os 6rgdos marginais sejam preservados para transplante. O
efeito cumulativo desses beneficios inclui a expansao da reserva de doadores, menor risco de
ndo funcionamento primario e extensdo do periodo de preservacao seguro.

A maéquina de perfusdo hepética ex vivo ainda estd em fase de estudo clinico para
transplante de figado,*? sendo implementada atualmente na pratica clinica de diversos centros
transplantadores da Europa em projetos de pesquisa.t**

Ha& varios aspectos que tornam o transplante de 6rgaos um processo desafiador tanto
para o doador como para o0 receptor. Entre eles estdo longas listas de espera, infeccoes,
incompatibilidade entre doador e receptor,'>1° etc., sendo a disponibilidade de 6rgdos um dos
principais limitantes, levando ao aumento da taxa de mortalidade dos pacientes registrados na
lista de espera.t’

A escassez de 6rgaos levou a muitos programas de transplantes ampliar seus critérios
de aceitacdo de doadores. O uso de enxertos marginais ou limitrofes tem sido uma solucéo que
proporciona uma expansio imediata do niimero de 6rgdos para transplantes.'®

A colonizacdo ou infeccdo por microrganismos apresenta mais um desafio para o
transplante de o6rgdos. Quando o 6rgdo do doador estd potencialmente infectado com
microrganismos patogénicos, ele é geralmente descartado, diminuindo assim o nimero de
6rgdos disponiveis nas redes de transplante.’® Adicionalmente, a resisténcia antimicrobiana e
0s microrganismos multirresistentes (multi-drug resistant, MDR), particularmente presentes em
ambientes hospitalares, tornam o desenvolvimento de métodos alternativos ao uso de
antibidticos para a descontaminacao de 6rgéaos de grande relevancia e urgéncia. Exemplos que
podem ser citados de microrganismos de interesse para a resisténcia antimicrobiana séo:
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e S. aureus resistente a vancomicina
(VRSA), Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), NDM-1, MDR-TB (tuberculose
multirresistente), Actinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcusfaecium,
e Proteus sp.20-24

A possibilidade de desenvolver novas geragdes de antibidticos capazes de combater as

superbactérias estda muito longe de ser uma realidade. Assim, a melhor alternativa é minimizar
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o0 uso indiscriminado de antibioticos, utilizando-os apenas em situagdes extremas, juntamente
com a procura de tratamentos alternativos.

Uma das alternativas com efeito germicida € a irradiacao ultravioleta C (UV-C), dada a
capacidade desta técnica para inativar microrganismos sem necessidade de sustancias quimicas.
Utilizado fluéncia e comprimento de onda adequada, o UV-C pode produzir efeito
antimicrobiano, perturbando as moléculas de DNA ou RNA do alvo, tornando-as incapazes de
se reproduzir,®>2® além de um mecanismo de inativagdo direta, principalmente através da
destruicdo da parede celular e da membrana.?” A elevada energia UV-C do féton induz danos
em todas as biomoléculas, principalmente em lipideos, proteinas, acidos nucleicos, resultando
em acdo sobre alvo biol6gico ndo especifico. Tal utilizacdo tem-se revelado cada vez mais
eficaz no tratamento de agua;?®3* na desinfeccio de alimentos®#! e superficies.*>44

A radiacdo ultravioleta-C pode tornar-se uma alternativa para o tratamento de enxertos
contaminados quando combinada com a perfusdo ex vivo do érgdo. A irradiacdo UV-C é
realizada apenas no perfusato, sem irradiacdo direta do tecido, evitando assim qualquer dano
direto ao 6rgdo.* Estudos ja comprovaram que a perfusdo ex vivo do 6rgdo melhora as
condi¢cdes metabolicas do enxerto e o0 sucesso do transplante, incluindo uma diminuicdo da
carga de microrganismos do 6rgd0.*>® O desenvolvimento instrumental e do protocolo de
irradiagdo UV-C associado a maquina de perfusdo ex vivo de pulméo e rim foi reportado
recentemente pelo nosso grupo. %062

Outra técnica muito bem conhecida usada na inativacdo de microrganismos patogénicos
¢ a terapia fotodinamica (TFD) ou também chamada inativacdo fotodindmica (IFD) ou terapia
fotodindmica antimicrobiana (TFDa) nos estudos que visam o controle microbiol6gico. Esta
técnica envolve o uso de um fotossensibilizador (FS) que quando é ativado por luz no
comprimento de onda especifico e na presenca de oxigénio molecular é capaz de interagir com
outras moléculas presentes no meio, gerando espécies reativas de oxigénio (ERQs), as quais
s&0 as principais responsaveis por induzir a morte de microrganismos e células tumorais.®*-%* A
aplicacdo desta técnica obteve 6timos resultados na destruicdo de células tumorais de diversos
tipos, preservando os tecidos sadios,?-%* no tratamento de infecgdes microbianas de diferentes
naturezas como candidiase oral,®>%® feridas contaminadas®’%® e micoses de unhas,®
demonstrando ser um método promissor no controle de agentes patdgenos.

O principal objetivo do trabalho é verificar através do desenvolvimento de testes in vitro
e ex vivo, a viabilidade do uso de técnicas Opticas para a eliminag¢do ou reducdo de S. aureus no
perfusato e avaliar a carga bacteriana remanescente em dois tipos de materiais diferentes,

simulando condigdes distintas de adesdo de bactérias/materiais e barreiras mecéanicas e no
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figado ex vivo. A abordagem da radiacdo UV-C e a inativagdo fotodindmica (IFD) serdo
descritas detalhadamente nas se¢Oes subsequentes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Figado - anatomia, fisiologia e fungéo

O figado é um 6rgédo triangular que se estende ao longo da cavidade abdominal abaixo
do diafragma, constituido por tecidos moles marrom-rosados, encapsulados por tecido
conjuntivo. ° E a maior glandula do corpo responsavel por aproximadamente 2,5% do total de
peso corporal (cerca de 1500 g no adulto).”

Encontra-se dividido em dois lobos: direito e esquerdo, que séo separados anteriormente
pela linha de insercéo do ligamento falciforme, posteriormente pela fissura do ligamento venoso
e inferiormente pela fissura do ligamento redondo.” O ligamento venoso é um remanescente
do ducto venoso do feto, origina-se do ramo esquerdo da veia porta e se une com a entrada da
veia hepatica esquerda para a veia cava inferior. 2 O ligamento redondo é um remanescente da
veia umbilical do feto, corre na borda livre do ligamento falciforme desde o umbigo até a borda
inferior do figado e se une ao ramo esquerdo da veia porta. > Pequenas veias que acompanham
ao fundo conectam a veia porta as veias ao redor do umbigo que ficam ingurgitadas quando a
pressdo venosa portal aumenta. > O lobo direito tem aproximadamente seis vezes o tamanho
do esquerdo e acomoda o lobo caudado na fase posterior do corte e o lobo quadrado na fase
inferior (Figura 1).”

Funcionalmente o figado pode ser dividido em quatro setores e oito segmentos que
correspondem ao suprimento sanguineo e drenagem biliar.” A unidade funcional basica do
figado é o l6bulo hepético, estrutura cilindrica de 0,8 a 2 mm de didmetro, constituido
principalmente por numerosas placas hepatocelulares, cada uma tem uma espessura geralmente
formada por duas células, e entre as células adjacentes encontram-se pequenos canaliculos
biliares que desaguam nos dutos biliares nos septos fibrosos que separam os I6bulos hepéticos
adjacentes.’

As fungdes basicas do figado podem ser divididas em: fungdes vasculares para
armazenamento e filtracdo do sangue; fungdes metabolicas relacionadas com a maioria dos
sistemas metabolicos do organismo e fungdes secretoras e excretoras responsaveis pela
formacao de bile que flui pelos dutos biliares para o trato gastrointestinal.”* O figado, além de
secretar a bile necessaria para a absorcéo das gorduras dietéticas, realiza outras funcdes vitais
de muita importancia entre as que se encontram: o metabolismo dos carboidratos, lipidios e
proteinas, processamento de farmacos e hormdnios, excrecdo de bilirrubina e sinteses dos sais

biliares.” O figado ¢ o local principal de armazenamento, ndo s6 do glicogénio, se ndo também
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para determinadas vitaminas (A, B, D, E e K) e minerais (ferro e cobre) que sdo liberados
pelo figado quando sdo necessarios em outras partes do corpo. 4 Além disso, se encarrega da
fagocitose de eritrocitos envelhecidos, leucocitos e algumas bactérias assim como na sintese da

forma ativa da vitamina D."?

Impressao esofagica

(Apéndice fibroso do figado) ~ V. cava inferior \

Lig. venoso -——

Lobo caudado -——

Impressao -——
gastrica

Tiber -——
omental

Proc. papilar ———

Proc. caudado

Figura 1 - Vista posterior do figado: *ligamento da veia cava; **Limites do recesso superior da bolsa omental

Fonte: Adaptada de SOBOTTA.™

2.2 Perfusédo de figado - maquina de perfusdo hepética ex situ

A utilizacdo da maquina de perfusédo ainda esti em fase de investigacdo para transplante
de figado em humanos. Contudo, ja existem estudos avaliando a viabilidade técnica desses
novos protocolos, tendo sido realizado em 2009 o primeiro ensaio clinico de transplante de
figado submetido a maquina de perfusdo hipotérmica (MPH). Antes disso, o transplante bem-
sucedido de figados preservados com MPH s6 havia sido relatado em modelos animais.”® Esse
estudo abriu as portas para o delineamento de outros ensaios clinicos envolvendo maquinas
normotérmicas e subnormotérmicas, todos atestando os beneficios que a perfusdo ex vivo

proporciona aos 6rgaos e, consequentemente, aos pacientes.’’ -2

No transplante de figado para doadores com morte encefalica, 0 6rgdo passa por um
periodo de preservagdo estatica no gelo para ser transportado (end-ischaemic) até o centro
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transplantador (ex vivo).8® Apds preparo do 6rgéo e insercdo das canulas vasculares e biliares
inicia a perfusdo do 6rgdo, submetendo-o a preservacao dinamica com o liquido de preservacdo
mantido a 37° C quando a perfusdo hepatica homotérmica ou aproximadamente a 10° C na
perfusdo hepética hipotérmica® Desta forma, o 6rgdo a ser transplantado recebe o fluxo
continuo de solugdo oxigenada por meio da vasculatura,® melhorando assim a preservacéo da
microcirculacdo hepatica, incorporando nutrientes e oxigénio para o metabolismo celular e
remove os residuos metabdlicos toxicos,3* limitando o dano isquémico aos 6rgdos dos doadores
permitindo seu recondicionamento antes do transplante beneficiando aos 6rgdos com qualidade
limitrofe.%® Outras modalidades de perfusio como a subnormotérmica e as combinagdes de

técnicas de perfuséo tiveram os primeiros estudos pré-clinicos e clinicos publicados.®’-8°

O desenvolvimento de maquinas viaveis e praticas para perfusdo de figados humanos ja
esta se tornando realidade e representa o futuro do transplante de figado; espera-se que mais
modelos e protocolos sejam testados nos proximos anos e passem a ter utilizacdo clinica

rotineira.

O Custodiol® ou Histidine-Tryptophan Ketoglutarate (HTK) é a solucdo de perfusao
de carédter intracelular clinicamente aprovada para lavagem e preservacdo utilizada para
diferentes 6rgdos sélidos, como coracgdo, figado, rins, pancreas e pulmdes submetidos a HMP.
% A solugdo estd composta por histidina, triptofano, alfacetoglutarato, manitol e baixas
concentracdes de sodio, célcio e potéssio. *° A preservacio do 6rgio ocorre devido a reducéo
maxima do metabolismo através da acdo celular, contando com um agente tamponador
altamente concentrado que promove o equilibrio entre as concentragdes intra- e extracelulares
de sddio favorecendo assim, a melhor tolerancia destes 6rgaos a isquemia prolongada, bem
como para 6rgdos marginais. *® Devido a sua alta tolerancia sistémica, pode ser usada em todo
tipo de procedimentos cirurgicos, como cirurgias do coragdo, resseccdo tumoral de rins e

doag&o de enxertos hepaticos, motivo pelo qual foi escolhida.*

2.3 Staphylococcus aureus

A cepa bacteriana escolhida para este estudo foi o S. aureus, um patégeno humano
importante que causa varias infeccbes que vao desde infecgdes simples a mais graves e letais,
e é considerado uma das espécies de maior interesse médico porque € o principal agente

etiologico da bacteremia em todo o mundo.®*-%
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S. aureus € uma bactéria Gram-positiva que pertence ao género Staphylococcus e a
familia Micrococcaceae possuindo forma de cocos distinguida pela sua pigmentacéo ouro, com
um diametro aproximado de 0,5 a 1,5 um, caracterizam-se por serem microrganismos nao
esporulados, ndo encapsulados e anaerdbios facultativos.®*® Podem apresentar diversos
arranjos que vao desde isolados, aos pares, em cadeias curtas, aglomeradas ou agrupadas
irregularmente (com aspecto semelhante a um cacho de uvas) devido a sua diviséo celular que
ocorre em diversos planos. ! S. aureus podem se encontrar no ambiente e também na flora
humana normal localizada na pele e membranas mucosas da boca, da orofaringe, das fossas
nasais e do intestino da maioria dos individuos saudaveis.®* Normalmente nio causa infecgio
na pele saudavel; no entanto, caso ocorra a entrada na corrente sanguinea ou nos tecidos
internos, essas bactérias podem causar uma variedade de infecces potencialmente graves.%%
103 A transmissdo é normalmente a partir do contato direto, entretanto, algumas infeccoes

envolvem outros métodos de transmissdo.%*

O S. aureus é um importante patdégeno bacteriano humano que causa uma grande
variedade de manifestagOes clinicas.’®1% As infeccBes sdo comuns tanto em ambientes
comunitérios quanto hospitalares e o tratamento continua sendo um desafio devido ao

surgimento de cepas multirresistentes como o0 MRSA.107-109

2.4 Radiagéo ultravioleta C

Os raios UV séo radiagdes emitidas pelo sol e compreendem de 3% a 5% de toda
radiacdo solar que chega a superficie terrestre.!*® A radiagdo UV solar que atinge a superficie
terrestre contém comprimentos de onda de 290-380 nm, dos quais uma quantidade consideravel
esta na UVA. O limite superior do comprimento de onda do UV ¢é onde comega a visao humana
(380 nm) e o limite inferior do comprimento de onda € de 10 nm; assim, todo o UV € invisivel
para os seres humanos.!? A radiacio ultravioleta UV (100 a 400 nm), encontra-se dividida em
trés regibes espectrais que incluem: UV-C (200 a 280 nm), UV-B (280 a 315 nm), UV-A (315

a 400 nm)*112 como se mostra na Figura 2.
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Figura2 - Imagem ilustrativa do espectro eletromagnético da luz ultravioleta e mecanismo de acdo da radiacéo
ultravioleta C UV-C: dimerizag8o da timina e efeito mutagénico da radiac&o ultravioleta no material
genetico.

Fonte: Adaptada de Google imagens

Dependendo do comprimento de onda, da intensidade e da duracdo da iluminacéo,
distintos serdo os efeitos bioldgicos produzidos pela irradiacdo UV. A faixa germicida 6tima
para a inativacdo de microrganismos € a UV-C, pois é absorbida pelo material genético das

bactérias, fungos e virus, tornando-os incapazes de se replicar e de causar doengas'*® (Figura 3).
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Figura 3 - Imagem do desenho esquematico do grau de dano causado pela irradiacdo UV aos agentes patogénicos
(bactérias, parasitas, virus) e as proteinas nos diferentes comprimentos de onda.

Fonte: CORREA. 114

O processo de destruicdo inicia quando os microrganismos sao expostos a radiacao,
devido aos danos causados ao material genético das células, sendo a principal causa da morte
celular.!®® O material genético é constituido pelos &acidos nucléicos DNA/RNA, que s&o
formados por nucleotideos, os quais, por sua vez, sdo constituidos por um radical fosfato, por
um acucar (pentose: ribose e desoxirribose) e por uma base nitrogenada (purinas: adenina e
guanina; pirimidinas: timina, citosina e uracila).!*® Quando a radiacio UV penetra através das
células é absorbida pelas purinas e pirimidinas do DNA/RNA, que entram em um estado mais
reativo, formando dimeros de pirimidina.!®® A dimerizacéo da timina (Figura 2) é o principal
efeito mutagénico da radiacdo UV, que acontece quando se ligam duas timinas préximas de
uma mesma fita de DNA/RNA prejudicando a estrutura do material genético.!®™® Esse
reordenamento na informacao genética gera uma nova configuragdo que ndo é conhecida pelas
células e blogueia a replicagdo do DNA/RNA.1® A consequéncia desse processo constitui em
morte celular, sendo este o dano fotoquimico mais frequente que interfere na capacidade de
replicacdo dos microrganismos apds do contato com a radiagdo UV.**°

Além do efeito antimicrobiano produzido pela irradiacdo UV-C quando sdo perturbadas

as moléculas de DNA ou RNA do alvo,'*® existe um mecanismo de inativagio direta através da
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perturbacéo da parede celular e da membrana?’ induzido pela elevada energia UV-C do foton
provocando danos nas biomoléculas principalmente em lipideos, proteinas, &cidos nucleicos,
resultando num alvo bioldgico nao especifico.

Para estudos que envolvem o uso de luz ultravioleta, é possivel utilizar lampadas com
diferentes perfis de emissdo. As lampadas do tipo ultravioleta emitem luz na regido que
compreende 100-350 nm, com emissdo preferencial entre 100-280 nm, com emissao

preferencial na regido entre 220-270 nm (Figura 4)
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Figura 4 - Imagem do espectro da lampada UV-C utilizada nos experimentos desenvolvidos.

Fonte: Elaborada pela autora

2.5 Terapia fotodinamica antimicrobiana

Relata-se em textos antigos que desde tempos da pré-historia diversas culturas como a
egipcia, chinesa, hindu e grega usavam a exposic¢ao a luz solar como agente terapéutico para
tratar doencas de pele como feridas, vitiligo e psoriase.!'® Na Grécia antiga numa cidade
chamada Helidpolis, conhecida como a cidade do Sol, existia inumeraveis templos de cura pela
luz onde se praticava a terapia solar através de suas componentes espectrais.*¢*'” Os antigos

egipcios desenvolveram a base da cromoterapia para tratar doencas fisicas, mentais e
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emocionais valendo-se das qualidades terapéuticas da luz, partindo desde o fato de que a cor
vermelha estimula e a cor azul relaxa e revigora.!16-118

Em 1900 Raab fez o primeiro relato cientifico da associacdo da luz com uma molécula
fotossensivel, quando expbs uma cultura de Paramecium caudatum contendo acridina a luz
branca e constatando que a acridina vermelha, na presenca de luz, era capaz de causar sua
morte.!® Sendo que, com a observacdo da fluorescéncia, postulou que a citotoxicidade era
causada pela transferéncia de energia da luz para a molécula fotossensivel, a qual era capaz de
converter os produtos da fluorescéncia em atividade toxica para células, similar ao processo de
fotossinteses pelas plantas apds da absorcéo da luz pela clorofila.®

Nesse mesmo ano, o neurologista francés Jean Prime fez o primeiro relato sobre o efeito
da associacdo de luz e fotossensibilizador (FS) em humanos. Relatou a inducdo da dermatite
quando a eosina é administrada por via oral em paciente com epilepsia e este se expde a luz
solar.?® Embora, ndo foi até 1903, que foi outorgado o Prémio Nobel em Fisica ao dinamarqués
Niels Finsen pelo uso da fototerapia com luz ultravioleta para tratamento de tuberculose
cutanea.l?!

Apesar dos resultados obtidos na aplicacdo da TFD no tratamento de infec¢bes
microbianas, o uso dessa técnica perdeu forca com o desenvolvimento das penicilinas,'?21%3
passando a um segundo plano as descobertas de Raab. No entanto, com o desencadeamento de
cepas microbianas resistentes aos antibioticos, foi necessaria a utilizacao de novas técnicas para
a inativacdo microbiana, retomando assim o uso da TFD como alternativa para a inativacao de
bactérias Gram positiva e Gram negativa, fungos e virus.'?41%

O mecanismo de acdo da Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (TFDa) ou também
nomeada Inativacdo Fotodindmica (IFD), empregada para o controle e inativacdo de
microrganismos, combina o uso trés elementos: o FS, a luz no comprimento de onda adequado
para ativacdo do FS, e o oxigénio (O2) presente no meio.'?” A agéo conjunta desses elementos
promove a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) como o os radicais livres (tipo 1)
e 0 oxigénio singleto (tipo 2), capazes de induzir a morte das células. 213 Os processos fisico-

quimicos e mecanismo de agdo envolvidos na TFDa s&o apresentados na Figura 5.
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Figura 5 - Representacdo esquematica do mecanismo de acéo da TFDa por meio do diagrama de Jablonski.

Fonte: Adaptada de WAINWRIGHT. 3

Quando a molécula do FS esta em equilibrio termodinamico, encontra-se no estado
fundamental singleto (So). Ao absorver um foton de luz incidente de comprimento de onda
adequado, a molécula sofre uma transic¢do para estados singletos excitados (Sn) e voltar para o
estado excitado de menor energia (S1). O retorno de S: para So pode acontecer por dois
processos: a molécula de FS pode decair diretamente ao estado fundamental perdendo energia
pela emissdo de um féton, ou seja, emitindo luz, processo chamado fluorescéncia; ou por
processo ndo-radiativo, a relaxacgdo vibracional com geracédo de calor. No estado S1 a molécula
de FS ainda pode sofre um cruzamento inter-sistema para um estado tripleto excitado (S1 —
T1), processo que envolve a inversdo de spin eletrénico.!® Neste estado tripleto, a molécula
pode decair para o estado fundamental emitindo fosforescéncia, processo que envolve a
transicdo entre os estados tripleto e singleto fundamental (T1 — So) ou pode ainda sofrer duas

reacOes distintas:

A) Ocorre através da transferéncia de elétron ou hidrogénio entre o FS no estado tripleto
excitado e moléculas vizinhas ou estruturas bioldgicas gerando radicais livres que por
sua vez reagem com o oxigénio em estado fundamental produzindo as EROs. Entre as
EROs produzidas estdo o anion superdxido, o radical hidroxila e o peroxido de

hidrogénio. Esse processo ¢ denominado reacéo do tipo 1.6
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B) Ocorre através da transferéncia de energia do FS no estado tripleto excitado para o
oxigénio molecular (30,) presente no microambiente, gerando oxigénio singleto (*O2)

agente altamente reativo capaz de oxidar biomoléculas. Processo chamado de reagédo
tipO 2 116-117, 132-133

Durante a TFDa podem acontecer os dois tipos de reacGes simultaneamente, 0 que
define a proporcdo em que elas védo acontecer € influenciada pelo FS utilizado, do substrato, da
concentracdo de oxigénio presente e da afinidade do FS com o substrato.*?*** Em ambos os
mecanismos 0 produto fotodindmico gerado (tanto as EROs originadas nas reacdes tipo 1

guanto o oxigénio singleto originado nas reacdes tipo 2) sdo responsaveis pela morte celular.34

Para obter resultados satisfatorios na TFD é necessario que o FS cumpra com algumas
propriedades que fazem dele o FS ideal.™®® Dentre essas caracteristicas fotofisicas e
fotoquimicas encontram-se: alta solubilidade, estavel em solucéo aquosa a pH fisioldgico, alta
absorcdo nos comprimentos de 600 a 850 nm, seletivo, alta eficiéncia quantica para produzir
oxigénio singleto e/ou EROs, auséncia de efeitos mutagénicos e carcinogénicos, ter baixa

toxicidade no escuro e a niveis terapéuticos e ser metabolizado rapidamente, 132133, 136
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3 MOTIVACAO

Brasil é referéncia na area de transplantes, sendo o segundo pais maior transplantador
de 6rgdos no mundo.®*” Atualmente, o maior limitante para a reducéo das listas de espera do
transplante é a escassez de oOrgdos. O principal fator que contribui negativamente a
disponibilidade de 6rgédos é que muitos dos enxertos sao descartados devido a contaminacao
por microrganismos patégenos que, na maioria dos casos, sdo resistentes aos antibidticos e
resulta impossivel serem eliminados com antibioticos, trazendo como consequéncia 0 aumento

da mortalidade de pacientes em lista de espera para realizacdo de transplantes.

Conhecendo a eficacia e seguranca das técnicas de perfusdo para rins>-6 e figados'3®
140 no mundo inteiro, a conjugacdo da radiacdo UV-C durante este procedimento de transplante
é uma alternativa promissora que pode resultar em um aumento da disponibilidade de enxertos

e, consequentemente, em uma diminuicdo do nimero de mortes de pacientes da lista de espera.

Estudos recentes demonstraram a eficacia da utilizacéo da irradiagdo UV-C durante a
perfusdo pulmonar ex vivo (EVLP) para a inativacio do virus da hepatite C (HCV).6% O
primeiro estudo foi o desenvolvimento e validacdo do método num estudo pré-clinico em
suinos, com o doador positivo para HCV e o receptor negativo onde a irradiacdo UV-C ea TFD
com azul de metileno foram investigadas como métodos de inativagio durante o0 EVLP.%° No
estudo foi observada redugdo da carga de HCV em ambas as terapias fotdnicas com maior
reducdo no perfusato, diminuicdo da resposta no pulmédo doador e ndo foram observadas
diferencas estruturais nem metabdlicas relevantes nos grupos tratados em comparacdo com
apenas 0 EVLP.%° O método UV-C foi investigado em um ensaio clinico que demonstrou o
mesmo resultado de diminuicdo da carga de HCV nos pulmdes do doador, atrasando o
estabelecimento da infecco no receptor e reduzindo o ciclo do medicamento antiviral. 5! Os
autores também relatam a seguranga do procedimento fotdnico, sem alteragdes da fisiologia

pulmonar ap6s o transplante.5!

Em outro estudo realizado recentemente, Goenaga-Mafud et al. descreveram a eficacia
do UV-C combinado com um dispositivo de perfuséo ex vivo do rim para a inativagdo do S.
aureus em modelos in vitro e ex vivo.®? A reducéo bacteriana no perfusato circulante, utilizando
0 modelo in vitro, resultou em até 5 log de redugéo das células bacterianas em comparagdo com

a perfusdo sem UV-C. %2 Para 0 modelo de rim suino ex vivo, a reducdo bacteriana foi de 4 log,
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mostrando o desafio de alcancar uma maior reducao bacteriana no perfusato quando héa um foco

de infecgdo ndo tratada, atuando como uma fonte bacteriana ativa. ®2

O desenvolvimento de tecnologias na area do transplante de 6rgdos solidos busca o
aprimoramento dos procedimentos visando o aumento da qualidade do enxerto, as maquinas de
perfusao ex vivo sao um exemplo. A manuten¢ao do 6rgao com perfusdo dinamica do liquido
de preservacdo ja comprovadamente melhora as condigdes celulares e teciduais, minimizando
os efeitos causados pela auséncia da circulagio sanguinea (colocar referéncia). A contaminagdo
microbiana do enxerto ¢ outro fator limitante no transplante e vem se tornando um tépico de
ainda mais interesse em decorréncia da resisténcia antimicrobiana. Alguns estudos ja
demonstraram a efetividade de tecnologias fotonicas, UV-C e terapia fotodindmica
antimicrobiana, associadas a perfusdo ex vivo de pulmao HCV positivo. Mais recentemente, a
irradiacdo UV-C também demonstrou o potencial para a inativagdo de S. aureus no perfusato
em maquina de perfusdao renal. No entanto, os trés estudos apontam a ineficacia na
descontaminacdo do 6rgdo por ndo haver o tratamento direto do 6rgdo e a pobre acdo na
liberagdo dos virus e das células bacterianas presentes nos tecidos. Desta forma, o presente
estudo avaliou em diferentes modelos in vitro € em um modelo ex vivo de figado de rato o efeito

da perfusdo e dos métodos fotdnicos na contaminagao remanescente no foco ativo.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

e Avaliar a viabilidade do uso da Radiagdo Ultravioleta C e Terapia Fotodindmica
para a descontaminacao do perfusato e do foco ativo infectado em modelos in vitro
e in vivo, com diferentes condi¢des de aderéncia bacteriana, irradiando o liquido

circulante no processo de perfuséo ex vivo do érgéo.

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar a viabilidade do uso da Radia¢do Ultravioleta C e da Terapia Fotodinamica
associados a perfusdo em modelos in vitro na inativacao de Staphylococcus aureus
em membranas metalicas com contaminagdo da bactéria em suspensdo ou em

colonias.

e Avaliar a eficiéncia da radiacdo UV-C (254 nm) na inativacdo de S. aureus no
modelo in vitro de circulagdo em esponja Luffa cylindrica com pegas ceramicas

contaminadas com S. aureus em suspensao.

e Avaliar a combinacao da radiacdo UV-C e oxacilina na inativacdo de S aureus no

modelo in vitro de circulagdo em membranas metalicas.

e Avaliar a eficiéncia da radiagdo UV-C na inativacdo de S. aureus no perfusato e na
carga bacteriana residual no modelo ex vivo de figado de ratos Wistar.
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5 MATERIAIS E METODOS - EXPERIMENTOS IN VITRO

Este capitulo tem a funcdo de descrever os materiais e métodos que serdo comuns aos
capitulos que descrevem os diferentes experimentos apresentados nesta tese. Nele, serdo
descritos os componentes do sistema utilizado para a descontaminagéo bacteriana simulando a
perfusdo do 6rgdo ex vivo: o modulo de irradiacdo, a camara de filtragem que simula o 6rgao
assim como as técnicas de obtengdo do inoculo e contaminagdo dos materiais utilizados para a
simulacdo de tecidos que se encontram dentro do érgdo, comuns aos capitulos 6, 7, 8 e 9. Outros
materiais e métodos, mais especificos a um experimento em particular, estdo descritos nos

respectivos capitulos.

O sistema utilizado para a descontaminacgdo bacteriana simulando a perfuséo ex vivo do
0rgdo esta constituido por varios dispositivos: uma fonte de irradiacdo UV-C para a inativacao
dos microrganismos que se encontram no meio circulante; uma bomba peristaltica encarregada
de manter a circulacdo do liquido por todo o sistema; e uma camara de filtragem unidirecional

que simularia o 6rgdo; como se representa na Figura 6.

Figura6 - Imagem ilustrativa dos componentes do sistema utilizado para a inativagdo bacteriana simulando a
perfusdo ex vivo do érgdo: a: Fonte de irradiacdo de luz UV-C; b: Bomba peristéltica; ¢: Camara de
filtragem.

Fonte: Elaborada pela autora
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5.1 Mdodulo de irradiagdo UV-C

A fonte de irradiagdo usada € um equipamento desenvolvido pelo Laboratério de Apoio
Tecnoldgico (LAT)®%2 do Instituto de Fisica de S&o Carlos da Universidade de S&o Paulo. O
dispositivo para irradiacdo dos fluidos € composto por um compartimento metalico, equipado
com quatro lampadas tubulares de radiacdo UV-C. Cada uma das lampadas tem uma irradiancia
de 4,5 mW/cm? emitindo no total 18 mW/cm?, com emissdo centrada no comprimento de onda
de 254 nm, dispostas em um arranjo circular. O circuito circulante € composto por tubos de
silicone e uma bomba peristéltica (WP10, Welco, Japao) com capacidade de circulacao de fluxo
de 200 mL/min. Os tubos conectam a bomba a camara de filtragem que vai conter o material
contaminado e ao tubo de quartzo de 12 cm de comprimento e 0,8 cm de diametro interno que

se encontra posicionado no centro do arranjo das lampadas de UV-C.

5.2 Camara de Filtragem Unidirecional

Para simular um 6rgédo e algumas das barreiras fisicas que podem se encontrar nele
quando é perfundido, foi desenvolvido um dispositivo metélico cilindrico constituido por uma
camara de filtragem unidirecional (Figura 7). A camara foi utilizada para desenvolver vérios

modelos de contaminacdo dependendo do material e disposic¢do no seu interior.

Para a primeira configuracao utilizada, um filtro de tecido de a¢o inoxidavel no formato
de disco, com 10,6 cm de didmetro e tamanho de poro de 5 um (BT Metal, Estados Unidos) foi
seccionado em trés filtros circulares menores, com 3,7 cm de didmetro, e adaptado em cada
segmento da cdmara. Estes discos menores foram colocados a 2,5 cm de distancia um do outro.
Na outra configuragdo, a camara foi preenchida com uma esponja vegetal contendo peca de
ceramica (2,0 x 0,5 x 0,5 cm). Os diferentes materiais atuaram como retencdo e fonte celular

do S. aureus nos diferentes modelos desenvolvidos.
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Figura 7 - Imagem ilustrativa da cdmara de filtragem unidirecional (painel A) e materiais utilizados para fornecer
barreiras fisicas e retengdo bacteriana (painel B). Painel A: partes da cAmara de filtragem: os elementos
a, b, ¢, d sdo segmentos de aco inoxidavel; e, f sdo conectores rapidos para conectar os tubos de silicone;
g, h, i apontam anéis onde sdo colocadas membranas e anéis de borracha vulcanizada que unem os
segmentos e sdo ajustados por abragadeiras. Painel B: cAdmara de filtragem contendo membrana e
esponja vegetal com peca cerdmica: a indica a membrana; b indica a bucha vegetal contendo a peca
cerdmica; e c indica a peca cerdmica.

Fonte: Elaborada pela autora.

A camara ¢ feita de aco inoxidavel 304, seccionada em trés segmentos expansiveis
idénticos unidos por uma abracadeira e um flange tipo KF (padrdo para sistemas de baixo
vacuo) e adaptada para este uso especifico. Os segmentos em cada extremidade (direita e
esquerda) possuem orificios nos quais os conectores sao adaptados e conectados a tubulagdo de
silicone. Cada segmento €é selado por um anel tipo O-ring acoplando cada segmento com uma

borracha vulcanizada.

A montagem do dispositivo é feita tal que apenas exista fluxo em um Unico sentido,
sendo que dentro das camaras ocorre pequeno acumulo da solucdo a ser filtrada por segmento.
As membranas e outros tipos de materiais, como a esponja vegetal podem ser montadas em
distancias ajustaveis e em diferentes especificacdes de filtragem, uma vez que cada segmento &
independente e as membranas ndo sdo de fixacdo permanente. Dessa forma, diferentes

condigdes de filtragem podem ser simuladas.
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5.3 Obtencao do indéculo de S. aureus ATCC25293

5.3.1 Obtencdo das coldnias de S. aureus ATCC25293

A cepa de S. aureus ATCC25293 foi reativada através da aplicagdo do método de
propagacdo na placa. Uma aliquota de 10 pL da bactéria previamente congelada foi adicionada
em uma placa contendo Brain-Heart Infusion (BHI) e espalhada em forma de zigue-zague com
ajuda de uma alga de inoculagdo. A placa foi colocada na estufa DBO (Electrolab®, modelo EL
101/3, Brasil) submetida a uma temperatura de 37 °C por 48 horas. Apds desse tempo de
incubacdo foram obtidas colénias de S. aureus a partir das quais foi obtido o indculo plancténico

e as utilizadas nos testes aonde foram esfregadas nas membranas.

5.3.2 Obtencéo do indculo plancténico de S. aureus ATCC25293

Para a obtencdo do indculo com as células planctdnicas reativou-se a cepa de S. aureus
ATCC25293 como descrito na se¢do 5.3.1. Oito colbnias da bactéria foram transferidas para
um tubo tipo Falcon contendo 10 mL de Agar BHI liquido que foi colocado na incubadora tipo
shaker SL-22 (SOLAB, Brasil) mantido sob agitacdo a 150 rpm por 18 horas a 37 °C. Passado
esse tempo de incubacdo, preparou-se o indculo em BHI liquido na proporcao 1:10 (volume),
levou-se novamente para a incubadora tipo shaker SL-22 por mais 4 horas. Posteriormente, foi
medida a absorbancia da suspensdo no espectrofotémetro Cary 50 (Varian, Estados Unidos) no
comprimento de onda em 600 nm e uma aliquota de 400 pL da solu¢do foi plaqueada em
triplicata em cinco dilui¢Bes. Na sequéncia, o tubo Falcon contendo o indculo foi colocado na
centrifuga a 3.000 rpm por 10 minutos, para a separacdo das bactérias do BHI. O liquido
sobrenadante foi descartado e adicionado PBS no mesmo volume de BHI (sobrenadante), sendo
repetida a centrifugacdo duas vezes. O granulado de célula final foi suspenso em PBS a uma

densidade dptica de 0,3 correspondente a 6 log UFC/mL, verificada a 600 nm no espectrometro.
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5.4 Contaminacgdo das membranas e da peca de ceramica

5.4.1 Contaminacdo das membranas

As membranas foram contaminadas de duas formas, uma delas foi com células

planctonicas de S. aureus e a outra com as coldnias da bactéria.
Membranas contaminadas com bactérias planctonicas (MP)

Ap0s o indculo planctdnico bacteriano estar pronto para uso (previamente preparado
como descrito na se¢do 5.3.2, trés membranas de 3,7 cm de didmetro foram contaminadas
adicionando 0,2 mL do in6culo na concentracdo de 6 log UFC/mL em cada uma delas e

inseridas na camara de filtragem.
Membranas contaminadas com col6nias da bactéria (MC)

Ao serem obtidas as coldnias da bactéria S. aureus como descrito na se¢do 5.3.1, cinco
colbnias foram coletadas com uma alga de inoculacdo e esfregadas em cada uma das trés
membranas utilizadas no teste. Feita a contaminacdo, as membranas foram introduzidas na

camara de filtragem para o posterior desenvolvimento do teste.

5.4.2 Contaminag&o das pecas de ceramica

As pecas de cerdmica utilizadas foram contaminadas mergulhando-as por 30 min no
PBS que continha o pellet celular na concentracdo 6 log UFC/mL obtido como descrito na se¢éo
5.3.2. Apds esse tempo, as pecas de cerdmica foram inseridas dentro da esponja vegetal e o

conjunto foi colocado dentro da camara de filtragem para o desenvolvimento do teste.
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5.5 Metodologia estabelecida nos testes de inativacdo bacteriana in vitro

Os testes de inativacdo bacteriana in vitro foram desenvolvidos utilizando 0 mesmo
procedimento de irradiagdo associado a perfusdo e 0 mesmo método de analise microbiana, as
modificacdes na metodologia foram o material contaminado no interior da camara de filtragem,
a técnica de contaminacdo deles, o liquido circulante ou a fonte de irradiacdo dependendo do

teste a ser executado.

55.1 Teste de inativacdo usando cdmara de filtragem com membranas e peca de ceramica
contaminadas com S. aureus

As membranas e pecas de ceramica foram contaminadas como descrito nas sec¢fes 5.4.1
e 5.4.2 (dependendo do teste) e posicionadas na camara de filtragem como se mostra no painel
B da Figura 7. Um volume de 100 mL de PBS foi circulado no sistema (Figura 8) a baixa
temperatura (15-17 °C) por 5 min com o intuito de homogeneizar a solugéo. O experimento foi
realizado em duas partes: sem irradiacdo (grupo de controle) e com as lampadas UV-C ligadas
(grupo irradiado), com um tempo total de perfusdo de 4 horas para ambos os grupos. Com o
sistema circulando, amostras de 3 mL do perfusato foram coletadas aos tempos 0, 20, 40, 60,
80, 100, 120, 180 e 240 minutos. Apos a coleta de cada amostra, foi feita uma diluicéo seriada
107, e na sequencia foi feito o plagueamento em triplicata, espalhando as diluicdes em placas
de Petri com meio BHI agar as quais foram incubadas durante 24 horas a 37 °C. Apds desse
tempo foi realizada a quantificacdo das UFC/mL, resultado que foi processado e graficado. Os

experimentos foram repetidos em trés ocasioes.
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Figura 8 - Esquema descritivo do processo de inativacdo bacteriana com radiacdo ultravioleta-C simulando a
perfusdo no modelo experimental utilizado: a: Fonte de irradiacdo de luz UV-C; b: Bomba peristaltica
WP10; c: Camara de filtragem; d: tubo de quartzo aonde ¢ irradiado o liquido circulante contaminado;
e: membrana com poros de 5um; e: esponja vegetal com os fragmentos de ceramica. O sistema contém
tubos de silicone que conectam cada um dos componentes permitindo a circulagéo do liquido bombeado
pela bomba peristaltica mantendo um fluxo continuo de 200 mL/min.

Fonte: Elaborada pela autora

5.5.2 Remanescente bacteriano ap6s do processo de tratamento

Com o intuito de saber a remanescente de bactérias nas membranas apos a perfusdo com
ou sem irradiacdo, as trés membranas contaminadas foram removidas da camara de filtragem e
inseridas cada uma em um béquer contendo 3 mL de PBS. Os béqueres foram colocados em
banho ultrassénico (Maxsonic D-40XAE, CTA do Brasil) por 20 minutos a temperatura de 25
°C e frequéncia de 50 kHz.5! Posteriormente, foram coletadas amostras da soluc&o e foi feita a
diluicdo seriada 10 e posterior plagueamento em triplicata em placas de Petri contendo o BHI
agar. Apos as 24 horas de incubacdo, foi feita a contagem das UFC/mL, resultado que foi
processado gerando graficos para melhor entendimento do comportamento do crescimento
bacteriano.

As membranas foram removidas do banho ultrassdnico e nova coleta realizada na

superficie de cada uma das membranas com swab que, na sequéncia, foi mergulhado em 400 pL
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de BHI liquido, e posteriormente em diluicdo seriada 10, plaqueada e incubada durante 24
horas como descrito anteriormente para posterior quantificagdo das UFC/mL.
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6 Descontaminagdo no modelo das membranas metélicas

6.1 Resultados e discussao

As figuras representadas a seguir mostram as médias do crescimento bacteriano em
unidades formadoras de coldnias (UFC) obtido nos diferentes tempos nos quais foram feitas as
coletas durante 4 horas de duracdo de cada um dos experimentos realizados, com e sem
irradiacdo em funcéo da dose de entregue. Os valores da fluéncia para o volume total do liquido
(J/cm?®) assim como a fluéncia superficial (J/cm?) para cada tempo nos que foram feitas a coletas
das amostras foram calculados como explicado no anexo. A tabela 1 mostra os resultados

obtidos para cada vez.

Tabela 1 - Valor da fluéncia fornecida calculada para cada tempo de irradiagéo no qual as
amostras foram coletadas.

Tempo (minutos) Tempo (segundos) Dv (J/cm?) Ds (J/cm?)
0 0 0 0
20 1200 1.13 21.6
40 2400 2.27 43.2
60 3600 3.40 64.8
80 4800 4.53 86.4
100 6000 5.67 108
120 7200 6.81 129.6
180 10800 10.21 194.4
240 14400 13.62 259.2

Fonte: Elaborada pela autora

Para avaliar a eficacia da radiagdo UV-C (254 nm) na inativacdo de S. aureus
plancténica no teste in vitro simulando a perfuséo ex vivo do 6rgao com PBS, testes em grupos

controle e irradiados foram realizados.

A resposta de inativacdo bacteriana foi monitorada em fun¢do do tempo ou fluéncia
entregue até 4 horas sem (controle) e com irradiagdo UV-C, como se mostra na Figura 9. Os
eixos indicam crescimento bacteriano em unidades formadoras de col6nias por mililitro
(UFC/mL) e a fluéncia em J/cm?, mas vale ressaltar que as amostras do grupo controle ndo

receberam dose de luz. As amostras do grupo controle séo as que aparecem com quadrados
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pretos e as amostras do grupo irradiado com circulos vermelhos. Os resultados obtidos

evidenciam a reducdo total dos microrganismos que se encontram no meio.
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Figura9 - Efeito dairradiacdo ultravioleta UV-C (254 nm) na inativagdo bacteriana em PBS por 240 min usando
a camara de filtragem contendo membranas contaminadas com S. aureus planctdnicas. Os eixos
indicam crescimento bacteriano em unidades formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL) e a
fluéncia (UV-C) em J/cm?. As amostras do grupo controle sdo mostradas com quadrados pretos e as
amostras do grupo irradiado com circulos vermelhos.

Fonte: Elaborada pela autora

Uma alta taxa de inativagdo € observada no grupo irradiagdo, com reducdo de 5 logio
UFC/mL, correspondendo a uma inativacao total das bactérias circulantes no PBS apds 60 min
de irradiagdo com uma fluéncia de 64,8 J/cm?. Por outro lado, no grupo controle no irradiado,

apenas 1 logio (UFC/mL) foi reduzido.

De acordo com o grafico da Figura 9, no grupo de controle, observa-se uma reducéo de
1 logio UFC/mL, taxa de inativagdo bacteriana esperada ja que as bactérias foram mantidas
circulando em PBS, a baixa temperatura e sem a adicdo de nutrientes relevantes para a

manutencdo de seu metabolismo. Entretanto, quando a irradiagdo ultravioleta C é adicionada
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ao sistema de perfusdo, a inativacdo das bactérias em circulagdo se mostra muito eficaz, sendo
que, apds 60 min de irradiagdo com uma fluéncia de 64,8 J/cm? conseguiu-se a inativando 5
logio UFC/mL representando a totalidade das bactérias que se encontravam no meio.
Comparando os resultados obtidos nos dois grupos, foi observada uma diminuicéo das bactérias
remanescentes nas membranas do grupo irradiado, que podem estar diretamente associadas a
acao da irradiagdo UV-C, uma vez que diminuindo a carga bacteriana circulante, uma menor

quantidade de células podem se aderir as membranas.

[ |M1 Membrana 1
[ ] M2 Membrana 2
[ M3 Membrana 3

.

Crescimento bacteriano log,, (UFC/mL)
S
|

M1 [m2[m3[m1|m2] M3 | m1 [m2[m3]|m1|m2]| M3
Controle Irradiado Controle Irradiado
Ultrassom Swab

Figura 10 - Contaminagdo remanescente de S. aureus em membranas apds banho ultrassdnico e coleta de swab
nos testes controle e irradiado no modelo aonde as membranas foram contaminadas com bactérias
planctdnicas. As barras laranja, verde e roxa representam as membranas um (M1), dois (M2) e trés
(M3), respectivamente.

Fonte: Elaborada pela autora

O grafico representado na Figura 10 mostra a contaminacéo bacteriana nas membranas
apos o banho ultrassénico e a coleta por swab feito nas membranas nos testes controle e
irradiado. A contaminacgédo bacteriana residual esteve presente nas membranas para ambos 0s
métodos de amostragem.

Os resultados obtidos estdo de acordo com os trabalhos reportados na literatura, onde a
irradiacio UV-C associada & perfusdo promove a inativacio de células circulantes (bactérias)®?

ou virus.®® O método apresenta alta eficiéncia na descontaminacdo do fluido circulante,
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independentemente do tipo de microrganismo. Mais especificamente para a S. aureus, a entrega
de fluéncia que usualmente sdo relatadas na literatura para inativagcdo por UV-C é de 43,2
Jlem?.52 Aqui vale ressaltar que esses parametros ndo podem ser diretamente comparados ao do
protocolo do presente estudo, uma vez que a fluéncia calculada é a dose de energia entregue
durante todo o tempo de perfusédo, sendo que a solugcdo ndo esté estatica, assim a irradiacao para

as células circulantes é bem inferior a esse valor.

Para investigar as consequéncias da inativagdo bacteriana no modelo de perfuséo
quando o microrganismo esta formando colénias, a contaminacdo das membranas foi realizada
esfregando cinco coldnias de S. aureus cultivadas por membrana. A Figura 11 mostra o
comportamento do crescimento bacteriano logio (UFC/mL) no grupo controle e irradiado em

funcio da fluéncia (J/cm?).
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Figura 11 - Efeito da radiagdo ultravioleta UV-C (254 nm) na inativacdo bacteriana em PBS usando uma cdmara
de filtro contendo membranas contaminadas com col6nias de S. aureus. Os eixos indicam o
crescimento bacteriano em unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC/mL) e a fluéncia em
Jicm?. As amostras do grupo controle sdo mostradas com quadrados pretos e as amostras do grupo
irradiadas com circulos vermelhos.

Fonte: Elaborada pela autora

As bactérias residuais presentes no meio apos o banho ultrassénico e coletadas pelo
swab de cada membrana ao final das 4 horas de perfusdo no grupo controle e irradiado sdo

apresentadas na Figura 12.
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As amostras coletadas do grupo controle apds o ultrassom apresentam uma recuperagao
de 3a5 log (UFC/mL) de S. aureus. A coleta do swab diretamente das membranas, no entanto,

resultou em 4 a 6 log (UFC/mL) de bactérias remanescentes.

Ao comparar 0s grupos controle e irradiado, a contaminacao residual nas membranas
sob a perfusdo irradiada foi reduzida, exceto para a membrana 2 da amostragem do swab.
Adicionalmente, o remanescente bacteriano na membrana 3 apresentou os maiores valores, uma
vez que seguindo a direcdo do fluxo da solugdo é a membrana que acaba retendo uma maior
quantidade de bactérias.

[ ]M1 Memebrana 1
[ M2 Memebrana 2
6 J|[_1M3 Memebrana 3 ]

Crescimento bacteriano log,, (UFC/mL)

M1 [m2|m3[m1[m2| M3 | M1 [m2|m3|[m1[m2| m3
Controle Irradiado Controle Irradiado
Ultrassom Swab

Figura 12 - Carga bacteriana remanescente de S. aureus em membranas apds banho ultrassénico e coleta de swab
nos testes controle e irradiado no modelo aonde as membranas foram contaminadas com esfregacos
de col6nias da bactéria. As barras laranja, verde e roxa representam as membranas um (M1), dois
(M2) e trés (M3), respectivamente.

Fonte: Elaborada pela autora

Com o desenvolvimento desse modelo in vitro, com a utilizacdo de uma camara de
filtragem de sentido Unico contendo trés membranas metalicas contaminadas com S. aureus
plancténicas e formando biofilme simulando barreiras fisicas para a retengdo das bactérias foi
demonstrada a limitagdo da técnica por ndo agdo direta no foco de infecgdo. A irradiacdo UV-
C associada a perfusdo promove a inativacdo das bactérias circulantes, resultando em uma
pequena diminuicdo da carga bacteriana nas membranas, mas sem resultados efetivos na

descontaminacao do foco de infecgéo.
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Tendo em conta os resultados expostos no grafico da Figura 11 ndo foi observada reducéo
bacteriana no grupo controle, durante todo o tempo experimental sendo que o nivel de
contaminagdo do meio bacteriano foi mantido em 6 logio (UFC/mL). No grupo irradiado
obteve-se uma inativacdo total de 6 logio (UFC/mL) ap6s 40 min de irradiagdo com uma
fluéncia de 43,2 J/cm?. Apresentando 0 mesmo comportamento do experimento anterior com
as celulas plancténicas, conseguindo a inativacdo da totalidade das bactérias circulantes no
meio, resultado diretamente associado a acdo da irradiacdo UV-C. O remanescente de alta carga

bacteriana nas membranas € um problema a resolver.

Quando comparado com diferentes estudos realizados nos quais o UV-C foi utilizado
para inativagdo microbioldgica através de liquidos circulantes,**414" houve um estudo no qual
a radiacdo UV-C foi aplicada para esterilizar Dextrose 5% e 0,9% de solug&o salina armazenada
a baixas temperaturas, conseguindo 100% de eliminacdo da carga bacteriana através da
aplicacdo de uma fluéncia de 3,4 J/cm? durante 30 min.**® Em um estudo recente, em modelo
porcino, descrevendo a eficacia dos UV-C como agente fisico para descontaminacao dos rins
durante a fase de perfusdo dos 6rgdos, eles foram capazes de eliminar uma carga bacteriana de
5 log de bactérias encontradas em PBS em 40 min, e durante os testes de descontaminagédo HTK
em circulacdo, com uma fluéncia de 13,5J/cm? e 12,5 min de irradiacio eles conseguiram uma
reducio de 99,99% da carga bacteriana circulante.®? H4 um estudo que demonstrou a eficécia
do uso da irradiacdo UV-C quando o fluido é irradiado durante a perfusdo pulmonar ex vivo
(EVLP), conseguindo a inativacao do virus da hepatite C e a reducédo da carga viral nos pulmoes

doadores com uma irradiacdo de 31 mwW/cm? 606!

Um parametro muito importante a ser considerado na descontaminacao do 6rgdo para
transplante é o tempo de descontaminacdo, pois a desinfeccdo do 6rgdo deve ocorrer dentro do
tempo permitido para que o 6rgdo permaneca na maquina de perfusdo. O fato de conseguir a
descontaminacao de 100% da carga microbiana do liquido circulante no tempo méaximo de 60
minutos demonstra a eficécia e eficiéncia do uso da radiagdo UV-C em conjunto com o sistema
de perfuséo do érgdo.

Quando séo analisados os resultados que mostram os graficos das Figuras 11 e 13 pode
se constatar que uma alta carga bacteriana permanece nas membranas, apesar de que todas as
bactérias que estavam no meio circulante terem sido inativadas. Quando comparamos o valor
médio obtido dos grupos controle e irradiado das membranas 1, 2 e 3, constatamos que, apesar
te ter conseguido desprender 6 logio UFC/mL das membranas, quando foi feito o swab, as

membranas ainda continham 4 logio UFC/mL de S. aureus aderidas. Tal resultado representa as
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complicacgdes enfrentadas na descontaminacdo de 6rgdos. Enquanto o S. aureus plancténico é
liberado da solucdo circulante, aqueles que aderem a um substrato mostram uma reten¢do muito
maior, o que pode ser uma evidéncia de qudo dificil o processo pode ser para 0s 6rgaos. Mesmo
assim, uma diminuicdo média de 2 logio UFC/mL n&o é desprezivel sob essas circunstancias.
Esses resultados mostram a relevancia de desenvolver métodos de desprendimento bacteriano
ou tratamento antimicrobiano in situ para melhorar a descontaminacdo de 6rgdos em
combinacdo com o tratamento UV-C do perfusato.

Para esta aplicacdo, o 6rgdo contaminado pode ser considerado como um foco ativo de
infecgdo e que o fluxo de perfusdo promovera o desprendimento bacteriano em diferentes taxas,
dependendo das caracteristicas de aderéncia do microrganismo e das barreiras mecéanicas atuais
para o fluxo de entrada. Neste cenario, a avaliacdo da eficacia da inativacdo UV-C associada
ao procedimento de perfusdo em diferentes modelos in vitro é essencial antes de planejar
qualquer estratégia potencial para aumentar a capacidade de remover microrganismos através
da perfusdo ex vivo e validar em modelos animais e pré-clinicos.

A dinamica do fluxo, bem como a distribuicdo das bactérias que circulam no liquido
pode variar em cada experimento, resultando em maior ou menor homogeneidade da difuséo
das bactérias. Outros fatores variaveis durante o processo e nao controlados sao a aderéncia das
bactérias a alguns materiais, bem como a retencdo em alguns compartimentos do sistema de
perfusao.

O resultado mais significativo deste estudo in vitro é que foi possivel demonstrar a
capacidade do modulo de irradiacdo UV-C para descontaminar o fluido circulante quando ele
é acoplado ao sistema de perfusdo ex vivo, mas existe a necessidade de estratégias para o
tratamento do foco da infeccdo ou de desprendimento bacteriano dos tecidos bioldgicos.

6.2 Conclusoes Parciais

O estudo in vitro mostra a possibilidade de usar a radiacdo ultravioleta C (254 nm) como
alternativa para descontaminacéo de solugdes circulantes durante a perfusao ex vivo de enxertos
contaminados com S. aureus.

Foi possivel obter a inativagdo total das bactérias que permaneceram no liquido,
mostrando uma redugéo total de 6 logio UFC/mL em até uma hora de irradiacéo.

O fato de que as bactérias permaneceram nas membranas, apos 0 processo de inativagao

levantou a questdo sobre o que pode acontecer no 6rgdo no momento da remocdo dos
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microrganismos que estdo aderidos aos tecidos e membranas que podem atuar como barreiras
que limitando a remocéo apenas pelo fluxo da perfusdo. Encontrar maneiras de permitir tal
remocdo a fim de aumentar a efetividade da liberacdo bacteriana e assim promover uma maior
reducdo € um desafio a ser superado. No entanto, a reducdo de 2 log (UFC/mL) é uma evidéncia

de melhor resposta no tratamento do érgdo associado a perfuséo ex vivo.
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7 Descontamina¢dao no modelo da camara de filtragem com esponja vegetal contendo peca de
ceramica contaminada com S. aureus

7.1 Resultados e discussao

Os resultados da inativacdo bacteriana obtidos usando o modelo de esponja
vegetal/ceramica mostram-se na Figura 13, expondo o comportamento do crescimento
bacteriano logio (UFC/mL) no grupo controle e irradiado em funcdo da fluéncia (J/cm?). Mais
uma vez, houve uma inativacdo total das bactérias que se encontravam no meio 6 logio
(UFC/mL) ap6s 40 min de irradiacdo com uma fluéncia de 43,2 J/cm?e ndo se obteve nenhuma

reducao no grupo controle.
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Figura 13 - Efeito da radiag8o ultravioleta UV-C (254 nm) na inativacdo bacteriana por 240 min utilizando a
camara de filtro contendo esponja vegetal com pecas cerdmicas contaminadas com S. aureus. Os eixo0s
indicam o crescimento bacteriano logio em unidades formadoras de colénias por mililitro (UFC/mL)
e a fluéncia em J/cm?. As amostras de controle sdo mostradas com quadrados pretos e as amostras
irradiadas com circulos vermelhos.

Fonte: Elaborada pela autora.

A contaminacéo residual apos o banho ultrassdnico no meio, na esponja vegetal e nas
pecas ceramicas com amostragem de swab é apresentada na Figura 14, demonstrando a carga
bacteriana residual tanto na esponja como na ceramica dos grupos controle e irradiado.

Nesse modelo in vitro aonde foi utilizada a camara de filtragem de sentido Unico

contendo a esponja vegetal com as pecas de ceramica contaminadas com S. aureus investigamos
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outra superficie de adeséo e barreiras fisicas modificando o fluxo da solu¢cdo em no ambiente
do foco da infecgéo.
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Figura 14 - Contaminacdo residual por S. aureus na esponja vegetal e sonicacdo de pecas ceramicas e coleta de
swab nos testes controle e irradiado. As barras laranja e verde representam a esponja vegetal e as pecas
de cerdmica, respectivamente.

Fonte: Elaborada pela autora

Tendo em conta os resultados expostos no grafico da Figura 13, no grupo controle nao
se observa reducdo da taxa bacteriana durante as 4 horas do desenvolvimento do teste,
mantendo a carga bacteriana do meio em 6 logio (UFC/mL). Por outro lado, quando
comparamos com o grupo irradiado, observa-se uma inativagdo de 6 logio (UFC/mL) apds do
40 min de irradiacdo com uma fluéncia de 43,2 J/cm?, o que representa a totalidade dos
microrganismos que Se encontravam no meio.

Ao analisar os resultados do grafico mostrado na Figura 14 constatou-se que tanto para
0 grupo controle quanto para o grupo irradiado, foi observada uma recuperagédo de 4 a 6 log
(UFC/mL) de S. aureus, resultados que demonstram uma maior carga bacteriana remanescente
nos substratos materiais, em comparacdo com a membrana metélica. O fluxo utilizado néo é

capaz de desgrudar a totalidade das bactérias que retidas na esponja e nas pecas de ceramica,
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no entanto, o fluxo ndo é um fator que se pode alterar no processo, pois o regime de valores ja

esta definido para a seguranca dos 6rgaos.

7.2 Conclusoes Parciais

O estudo in vitro mostra a possibilidade de usar a radiacao ultravioleta C (254 nm) como
alternativa para descontaminagéo de solugdes circulantes durante a perfusdo ex vivo de enxertos
contaminados com S. aureus. Os resultados de inativagdo das bactérias circulantes foram
semelhantes aos obtidos com o modelo das membranas. Foi possivel a inativacdo da totalidade
das bactérias que se encontravam no liquido, mostrando uma reducéo total de 6 logio UFC/mL
em até 40 min de iluminag&o com uma fluéncia de 43.2 J/cm?.

A carga bacteriana residual no modelo da esponja e das pecas de ceramica foi superior
ao observado nas membranas metalicas. Novamente, o fluxo empregado na perfusao ex vivo de
orgdos solidos ndo promoveu uma remocdo eficiente das bactérias adicionadas nas pecas

ceramicas, nem das células que contaminaram a esponja durante o processo.
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8 Combinacdo da Radiacdo Ultravioleta C e Oxacilina Sédica 500 mg associado a
perfusdo usando uma camara de filtragem contendo membranas contaminadas com
esfregacos de colOnias de S. aureus

De acordo com os resultados obtidos nos capitulos anteriores a remocéo da totalidade
das bactérias aderidas nos diversos materiais utilizados é uma limitante para aumentar a
efetividade da reducdo microbiana no érgdo. Encontrar alternativas que permitam tal remocao
a fim de aumentar a efetividade da liberag&o bacteriana e assim promover uma maior reducao
¢ um desafio a ser superado. Por tal motivo, nesse capitulo exploramos a combinagdo da
Radiacdo Ultravioleta C e Oxacilina Sddica 500 mg. A ideia de associar o antibiotico foi de
avaliar um possivel efeito de morte celular das bactérias aderidas nas membranas e/ou de
aumentar o desprendimento das células. Para isso foram desenvolvidos varios testes utilizando
0 mesmo modelo de descontaminacdo in vitro associado a perfusdo como descrito no capitulo
6.

8.1 Objetivos especificos

e Auvaliar a efetividade da combinacao da Radiacdo Ultravioleta C e Oxacilina S6dica 500
mg na descontaminacdo do modelo empregando a camara de filtragem contendo

membranas contaminadas com esfregacgos de colonias de S. aureus.

8.2 Materiais e Métodos

Para o desenvolvimento do experimento as membranas foram contaminadas com
colbnias de S. aureus que foram obtidas como descrito nas sec¢des 5.3.1, seguindo o protocolo
de contaminacdo descrito na se¢do 5.4.1 (MC), as quais foram inseridas na camara de filtragem,
como se mostra na Figura-8. Os testes de inativagdo assim como a quantificacdo da carga
bacteriana residual nas membranas depois do processo de inativacdo foram desenvolvidos
seguindo o descrito na se¢do 5.5.1 e 5.5.2 respetivamente. A diferenca radica na adicdo de

Oxacilina Sodica 500 mg no PBS (liquido circulante).
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8.2.1 Oxacilina Sédica 500 mg pé injetavel

A Oxacilina Sddica é uma penicilina semissintética, pertencente a familia das
isoxasolilpenicilinas, altamente resistente & degradacdo por penicilinases e, portanto, util no
tratamento de infeccdes causadas por estafilococos produtores dessas enzimas.'4’

Seu mecanismo de acdo é baseado na inibicéo da sintese de peptidoglicanos da parede
bacteriana. Esta inibicdo depende da capacidade da penicilina de alcancar e se ligar as proteinas
de ligacdo a penicilina (PBPs), localizadas ha membrana interna da parede bacteriana. As PBPs
que incluem as transpeptidases, carboxilases e endopeptidases sdo enzimas que estdo
envolvidas nos estagios finais da montagem da parede bacteriana e na remodelacdo da parede
bacteriana durante o crescimento e a divisdo. As penicilinas ligam e inativam PBPs resultando
no enfraquecimento e lise da parede bacteriana. 14’148

Apds a administracdo intramuscular ou intravenosa, concentracdes adequadas de plasma
sdo alcancadas em aproximadamente 1 hora. O tempo de vida meia do farmaco varia de 30 a
60 min. A ligacdo a albumina de plasma é significativa a 90-95%. Possui metabolismo hepético
e rapida eliminacdo por via renal e também uma eliminagdo hepatica significativa através da
bilis.24

A Oxacilina Sodica é um po injetavel de uso hospitalar que foi fabricado pela empresa
farmacéutica Blau Farmacéutica S.A. A diluicdo do p6 foi feita misturando 625 mg do
antibiético em 100 mL de PBS.

8.2.2 Teste de estabilidade do poder bactericida da Oxacilina Sédica 500 mg apds da
irradiacdo com UVC durante 4 horas

Para avaliar a estabilidade do poder bactericida da Oxacilina Sédica 500 mg, um volume
de 40 mL de PBS e Oxacilina sddica 6,25mg/L foi circulado no sistema durante 4 horas e
irradiado com luz UV-C. Com o sistema em circulacdo foram feitas coletas de 100 pL do
perfusato nos tempos: 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 180 e 240 min e adicionadas nos tubos tipo
Eppendorf contendo 75 pL de BHI e 25 pL de S. aureus obtidas previamente como descrito na
se¢do 5.3.2 e colocadas na incubadora a 37 °C por 24 h. Passado o tempo de incubagéo, foi feita
uma diluicéo seriada 107°, e na sequencia foi feito o plaqueamento em triplicata, espalhando as

diluicdes em placas de Petri com meio BHI agar as quais foram incubadas durante 24 horas a
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37 °C. Apds de esse tempo foi realizada a quantificacdo das UFC/mL, resultado que foi

processado e graficado.

8.2.3 Concentragdo minima inibitéria (MIC)

A concentracdo minima inibitdria é definida como a menor concentragéo de uma agente
microbiano capaz de inibir o crescimento visivel de um microrganismo em testes de
sensibilidade por diluicdo em agar ou caldo. 4°

Para determinar o MIC foi necessario preparar um estoque do inoculo de S. aureus 10°
log e a solucdo de Oxacilina Sodica 500 mg ao dobro da concentracdo a ser testada, que nesse
caso a solucdo de Oxacilina inicial teria uma concentracdo de 100 mg/L, sendo que, nesse
experimento serdo testadas solu¢des com as seguintes concentracées: 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125,
1.5625, 0.78125, 0.390625, 0.1953125 e 0.09765625 mg/L. O inoculo de S. aureus foi obtido
seguindo o protocolo j& descrito na se¢do 5.3.2. O ajuste da concentragdo do microrganismo
para o D.O em 600 nm fique em 0,3 para obter um inoculo de 10° log. O estoque do antibidtico
foi preparado pesando 100 mg de Oxacilina Sédica 500 mg e diluidos em 0.001L de agua para
injecao.

O MIC da Oxacilina Sédica 500 mg foi determinado pelo método de microdiluicdo
usando uma placa para cultivo de células de 96 pogos, aplicando 0 método de diluicdo seriada
para compor todas as concentracdes a serem analisadas (Figura 15).

O teste foi feito em triplicata: nos pogos (A1, B1 e C1) foram adicionados 100 uL do
estoque do antibidtico ao dobro da primeira concentracdo a ser testada, o processo de diluicdo
seriada foi feito desde a coluna 2 até a 10 das fileiras A, B e C contendo 50 puL do meio Mueller
Hinton. Os pocos (A1, Bi1 e C11) ficaram vazios, embora nos pogos (A1, Bz e C12) estara o
controle positivo (50 uL meio + 50 pL bactéria) e nos pogos (F12, G12 € Hi2) 0 controle negativo
(100 pL meio).

Dos primeiros pogos (A1, B1e C1) serdo retirados 50 pL e transferidos para o segundo
poco (A2 B2 e Cy) e do segundo poco para o terceiro e assim sucessivamente até chegar aos
pocgos (Aio, Bio e C10) de maneira que cada pocgo fique com um volume final de 50 pL, sendo
que, desses Ultimos pocos devem ser descartados 0os 50 pL restantes na ponteira. Finalmente,
foram adicionados 10puL do estoque da bactéria S. aureus e 40uL do meio Mueller Hinton nos
pogos das colunas 1 até a 10 das fileiras A, B e C. A placa foi selada com um adesivo
transparente e colocada na estufa para incubar a 37°C por 24 horas. Passado esse tempo foi
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retirado o lacre da placa multipogos e adicionaram-se 30 puL do marcador resazurina tornando
roxa a solucdo reservada em cada um dos pocos. A placa foi selada novamente e colocada a
incubar por mais 4 horas na estufa. Apos desse tempo a placa foi retirada da estufa para ser
analisada: observou-se a mudanca de cor de roxo para rosa a partir dos poc¢os das colunas 5 até
a 10 das fileiras A, B e C além do controle positivo, indicativo de crescimento bacteriano. O
MIC da Oxacilina Sddica 500 mg seria a solugdo que fica no pogo mais proximo ao primer

POCO que mostrou crescimento bacteriano.

Diluigdes do antibiético
(Oxacilina + Meio + bact)

A

Antibiético a C(»mlrol‘ef \
(Oxacilina) = Meio + bact)

Controle -
(Meio)

Figura 15 - Esquema descritivo da placa para cultivo de células de 96 pocgos utilizada na diluigdo da Oxacilina
Sédica 500mg para determinar sua concentragdo minima inibitoria.

Fonte: Elaborada pela autora

8.2.4 Teste de inativagdo combinando da radiacéo ultravioleta C com Oxacilina Sodica
500 mg 6,25 mg/L.

As membranas contaminadas como descrito na se¢éo 5.4.1 (MC) foram posicionadas na
camara de filtragem. Um volume de 100 mL de PBS foi circulado no sistema submetido a baixa
temperatura (15-17 °C). O experimento foi realizado em duas partes com um tempo de perfusédo
total de 4 horas cada um: sem irradiacdo, circulando PBS e Oxacilina 6,25 mg/L (grupo
controle) e com as luzes UV-C acesas (grupo irradiado). No caso do teste de inativagédo, o PBS
circulante foi irradiado durante 1 hora, depois foi desligada a luz e adicionou-se a Oxacilina
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Sédica 6,25 mg/L mantendo a circulacdo do perfusato por mais 3 horas sem irradiar. Com o
sistema em circulacdo foram feitas coletas do perfusato nos tempos: 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120,
180 e 240 minutos. Apos de cada coleta foi feita uma diluicdo seriada 10, e na sequencia foi
feito o plagueamento em triplicata, espalhando as diluicdes em placas de Petri com meio BHI
agar as quais foram incubadas durante 24 horas a 37 °C para posterior quantificacdo do nimero
de bactérias. Para avaliar a permanéncia de bactérias nas membranas depois do teste de

inativacdo bacteriana procedeu-se como descrito no 5.5.2.

8.2.5 Teste controle PBS e Oxacilina Sédica 500 mg (6,25mg/L) por 8 e 24 horas

As membranas contaminadas (Secdo 5.4.1 (MC)) foram posicionadas na camara de
filtragem. Um volume de 100 mL de PBS e Oxacilina 6,25 mg/L foi circulado no sistema
submetido a baixa temperatura (15-17 °C). Os experimentos foram realizados sem irradiacéo e
com um tempo de perfuséo total de 8 e 24 horas cada um. Com o sistema em circulagdo foram
feitas coletas do perfusato nos tempos: 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 180, 240, 300, 360, 420 e
480 minutos, no caso do teste controle de 8 horas de duracdo. No teste controle feito por 24
horas, as coletas foram feitas nos tempos: 0, 60, 120, 180, 240, 300, 360, 420, 480, 1380 e 1440
min. Apos de cada coleta, foi feita uma diluicdo seriada 10°. Na sequéncia, foi feito o
plaqueamento em triplicata, espalhando as diluicdes em placas de Petri com meio BHI agar, as
quais foram incubadas durante 24 horas a 37 °C para posterior quantificacdo do nimero de
bactérias. Para avaliar a permanéncia de bactérias nas membranas depois do teste de inativacdo

bacteriana, procedeu-se como descrito na se¢do 5.5.2.

8.3 Resultados e discussao

Antes de fazer os testes combinando a radiagdo ultravioleta C com a Oxacilina Sodica
500 mg foi necessario demonstrar a estabilidade do poder bactericida do antibidtico apds de 4
horas de irradiacdo com UV-C (254 nm) assim como determinar a concentragdo minima
inibitéria (MIC) do antibidtico.

Os resultados do teste de estabilidade do poder bactericida da Oxacilina Sédica 500 mg
apos de 4 horas de irradiagdo com UV-C mostra-se na Figura 16, observando-se que, durante

as 4 horas de irradiacdo o nivel de contaminacdo bacteriano manteve-se estavel em 5 logio
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resultado que demonstra que o poder bactericida da Oxacilina S6dica 500 mg ndo se vé afetado
pela radiacéo ultravioleta C.

No teste feito na placa de 96 poc¢os para determinar a concentracdo minima inibitéria da
Oxacilina foi observada a mudanca de cor de roxo para rosa a partir dos pocos das colunas 5 a
10 das fileiras A, B e C, além do controle positivo, indicativo de crescimento bacteriano. Tendo
em conta que 0s pogos mais proximos aquele que mostrou crescimento bacteriano foram os da
coluna 4, podemos dizer que a concentracdo minima na qual o antibiotico é capaz de inibir o
crescimento do S. aureus foi de 6,25 mg/L.
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Figura 16 - Efeito da irradiacdo ultravioleta UV-C (254 nm) na estabilidade do poder bactericida da Oxacilina
Sédica 500mg em PBS apds de 240 min de irradiagdo com UV-C. Os eixos indicam crescimento
bacteriano logio em unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC/mL) e a fluéncia em J/cm?
durante 240 min

Fonte: Elaborada pela autora

Os resultados do teste inativagdo combinando da radiagdo ultravioleta C com Oxacilina
Sddica 6,25 mg/L se evidenciam na Figura 17, mostrando a reducdo de 7 logio UFC/mL
correspondendo a uma inativacao da totalidade das bactérias circulantes no PBS apds de 60 min
de irradiagdo com uma fluéncia de 64,8 J/cm?, embora, as 3 horas restantes do experimento
aonde foi desligada a luz e adicionou-se a Oxacilina S6dica 500 mg 6,25 mg/L ndo se observou
mudanga no comportamento. Por outro lado, no grupo controle (ndo irradiado), aonde se
circulou pelo sistema o0 PBS com a Oxacilina Sodica durante 4 horas, foi reduzido apenas 1 log
(UFC/mL).
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Figura 17 - Efeito da combinacéo da irradiacdo ultravioleta UV-C (254 nm) e a Oxacilina Sddica 500 mg na
inativacdo bacteriana em PBS por 240 min usando a cdmara de filtragem contendo membranas
contaminadas com S. aureus planctdnicas. Os eixos indicam crescimento bacteriano logicem unidades
formadoras de col6nias por mililitros (UFC/mL) e a fluéncia em J/cm?. As amostras do grupo controle
sdo mostradas com quadrados pretos e as amostras do grupo irradiado com circulos vermelhos.

Fonte: Elaborada pela autora

O grafico representado na Figura 18 mostra a permanéncia de S. aureus nas membranas
apos do banho ultrassdnico e coleta de swab nos testes controle e irradiado feito nas membranas
nos testes controle e irradiado. Constatou-se que a contaminacdo bacteriana residual esteve

presente nas membranas para ambos os métodos de amostragem.
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Figura 18 - Reminiscéncia de S. aureus em membranas apés do banho ultrassénico e coleta de swab nos testes
controle e irradiado. As barras laranja, verde e roxa representam as membranas um (M1), dois (M2) e
trés (M3) respectivamente.

Fonte: Elaborada pela autora

Os resultados do teste de inativacdo bacteriana fazendo circular a Oxacilina Sodica em
PBS durante 8 horas séo apresentados na Figura 19, onde pode se observar uma pequena
reducédo bacteriana, apenas de 1 log (UFC/mL).
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Figura 19 - Efeito da Oxacilina S6dica 500 mg na inativacao de S. aureus apés de 8 horas circulando em PBS. Os
eixos indicam crescimento bacteriano logio em unidades formadoras de col6nias por mililitros
(UFC/mL) e tempo em minutos. As amostras do grupo controle (circulando PBS) sdo mostradas com
quadrados pretos e as amostras com circulos vermelhos representam a amostra circulando PBS e
Oxacilina.

Fonte: Elaborada pela autora.
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O gréfico da Figura 20 mostra o comportamento do crescimento bacteriano quando se

faz circular a Oxacilina em PBS durante 24 horas, sendo que durante as primeiras 8 horas se

observa que uma reducdo de 1log UFC/mL e passadas as 23 a 24 horas cera.
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Figura 20 - Efeito da Oxacilina Sddica 500 mg na inativacdo de S. aureus apés de 24 horas circulando em PBS.
Os eixos indicam crescimento bacteriano logl0em unidades formadoras de coldnias por mililitros
(UFC/mL) e tempo em minutos. As amostras do grupo controle (circulando PBS) sdo mostradas com
guadrados pretos e as amostras com circulos vermelhos representam a amostra circulando PBS e

Oxacilina.

Fonte: Elaborada pela autora

Embora, apds do banho ultrassénico aonde foi feita a coleta da solucéo e coleta tipo

swab nas membranas nos testes controle feitos durante 8 e 24 horas constatou-se a permanéncia

de S. aureus nas membranas, sendo que, a contaminacgéo bacteriana residual esteve presente nas

membranas para ambos métodos, valores que se mostram na Tabela 2.

Tabela 2 - Remanescéncia de bactérias nas membranas ap6s do processo de inativacéo de S.
aureus fazendo circular a Oxacilina Sédica 500 mg em PBS durante 8 e 24 horas.

Tempo de Ultrassom Swab
circulacéo M1 M2 M3 M1 M2
8 horas 7.22+0.12 7.27 £0.05 7.42+0.04 4.05+0.01 5.60+0.03
24 horas 7.01 +0,04 7,37 £0,02 7,55+ 0,07 5,40 + 0,04 537+ 0,11 5,61+0,04

Fonte: Elaborada pela autora
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Com o desenvolvimento dos testes aonde se combina a utilizacdo da radiacdo UV-C por
1 hora e a adi¢do da Oxacilina Sodica 500 mg no liquido circulante as 3 horas restantes do
experimento para a inativacao bacteriana no modelo in vitro no qual foi utilizada a cAmara de
filtragem de sentido Unico contendo trés membranas contaminadas com S. aureus formando
biofilme simulando o érgdo e sua estrutura interna, demostrou-se que com 1 hora de irradiacéo
com UV-C obteve-se a reducdo da totalidade das bactérias circulantes no PBS inativando 7
logio UFC/mL com uma fluéncia de 64,8 J/cm?. Embora, a incorporagéo do antibiético nas 3
horas restantes do experimento ndo fez diferenca nos resultados ja obtidos; sendo que néo
contribuiu positivamente na diminuicdo da carga bacteriana residual constatando-se a
contaminacdo bacteriana remanescente nas membranas de 4 a 7 logio UFC/mL ap6s do

processo de inativacao.

Ao analisar os resultados aumentando o tempo de perfuséo e consequente circulagdo da
Oxacilina sédica 500 mg a 6,25 mg/L no PBS por 8 horas, a diminuicdo da carga bacteriana
obtida foi de apenas de 1log UFC/mL apds de 8 horas. Na avaliacdo do tempo de 24 horas de
tratamento, a inativacdo das bactérias circulantes foi completa, mesmo no grupo sem UV-C.
Neste caso, a morte bacteriana foi ocasionada pela acdo do antibiético, mas também pela
auséncia de nutrientes no liquido de perfusdo. Vale ressaltar, que foi possivel a recuperacdo de

células viaveis das membranas mesmo apos o tempo de 24 horas (Tabela 2).

8.4 Conclusoes Parciais

A utilizacdo da Oxacilina sodica 500 mg em 6,25 mg/L ndo
apresentou uma resposta para a reducao da carga bacteriana residual no modelo de membranas
em periodos de tempo compativeis da perfusdo ex vivo de o6rgaos solidos.

Desta forma, outros métodos para promover um maior desprendimento bacteriano e para

o tratamento do foco ativo da infeccdo ainda devem ser estabelecidos.
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9 Descontaminacéo de 6rgéos in vitro com Terapia Fotodindmica simulando a perfuséo
ex vivo do 6rgdo usando a camara de filtragem contendo membranas contaminadas
com S. aureus formando biofilme

A Terapia Fotodinamica (TFD) associada a perfusdo ex vivo ja foi testada em modelo
porcino de pulmio infectado pelo virus da hepatite C,%% ¢ com resultados favoraveis.
Adicionalmente, essa técnica apresenta o potencial de uso para tratamento direto do 6rgéo, uma
vez que é um método comprovadamente eficaz no tratamento de tecidos infectados por diversos
tipos de patogenos. Nesse capitulo sdo apresentados os resultados do experimento avaliando a
resposta da TFD com azul de metileno (AM) associada a perfusdo do Custodiol (liquido de
preservacao de 6rgdos para transplante).

Inicialmente foram feitos os testes de fotodegradacdo do Custodiol e do AM 0,01% em
Custodiol para avaliar as possiveis modifica¢fes do liquido de preservacdo e das propriedades
oOpticas do fotossensibilizador nesse solvente, assim como uma medida indireta da resposta
fotodindmica. A citotoxicidade da solucdo do Custodiol-AM irradiada foi testada em
fibroblastos. Para avaliar a efetividade e eficiéncia da TFD na inativagdo das S. aureus que se
encontravam no meio testes de inativacao foram desenvolvidos utilizando a cAmara de filtragem

contendo membranas contaminadas com biofilmes de S.aureus, como descrito no capitulo 6.

9.1 Objetivos especificos

e Avaliar a fotodegradacdo do Custodiol® e do azul de metileno 0,01% em Custodiol®
quando € iluminado com luz vermelha (660 nm).

e Avaliar a citotoxicidade de Custodiol® com azul de metileno irradiado em células de
mamiferos (fibroblastos)

e Avaliar a efetividade da Terapia Fotodindmica (660 nm) na inativacdo de S. aureus no

liquido circulante.

9.2 Materiais e Métodos

9.2.1 Mddulo de descontaminagéo

O modulo de descontaminacdo utilizado para o desenvolvimento dos experimentos de

inativacdo é o descrito na Figura 6 modificando a fonte de irradiacgéo.
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A fonte de irradia¢do usada € um equipamento desenvolvido pelo Laboratério de Apoio
Tecnoldgico (LAT, Instituto de Fisica de Sdo Carlos-IFSC) da Universidade de S&o Paulo
(Figura 21). O dispositivo de descontaminacéo de fluidos, montado sobre uma plataforma plana
tem quatro arranjos lineares de diodos emissores de luz (LED) simetricamente dispostos em
torno de um tubo de quartzo inseridas num suporte tubular que impede que a luz escape da
cavidade iluminada. Os LEDs apresentam uma emissao centrada em 66 0 nm. Essa disposi¢ao
geométrica para a irradiacdo permite iluminar perimetralmente todo o liquido circulando no
tubo. No centro da distribuicdo geométrica das fontes de luz, um tubo de quartzo possibilita a
irradiacdo do liquido circulante. O suporte tubular sera 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” estara 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) fara a alimentag&o externa do dispositivo a partir da rede elétrica.

Figura 21 - Imagem ilustrativa da fonte de irradiacdo (660nm) utilizada para a inativagdo fotodindmica de S. aureus
em meio circulante.

Fonte: Elaborada pela autora

9.2.2 Fotossensibilizador Azul de Metileno

O Azul de Metileno (AM) é um fotossensibilizador FS aromatico, heterociclico,
fenotiazinico, soltvel em &gua, de formula molecular CL6H18CIN3S e massa molar 319,85
g/mol. O AM ¢ usado como indicador e como corante bacteriol6gico, apresenta diversas
aplicacdes nos mais variados campos, como da biologia e da quimica.

O AM € um FS catidnico, gerando uma ligacdo eletrostatica na superficie celular
externa, ocasionando em uma lesdo inicial em sua parede e levando uma alta acao fotodinamica
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antibacteriana.®® O AM, em solugéo aquosa, é encontrado na forma de monémeros (solucdes
diluidas), dimeros e agregados maiores (solu¢cbes muito concentradas), sendo estes
diferenciados pelas respectivas bandas de absor¢do, maximos em 664 nm, 600 nm e 550 nm. %!
Com isso, este grupo de corantes possui elevada absor¢cdo em comprimentos de onda de 600 a
660 nm, regido do espectro vermelho de radiacdo favoravel a PDT devido a eficiente penetracéo
da luz em tecidos bioldgicos.?>? Além disso, é um FS acessivel, devido ao seu baixo custo. Os
corantes fenotiazinicos s@o mais eficazes contra bactérias Gram positivas do que em Gram

negativas.

9.2.3 S. aureus: obtencdo do indculo. Contaminacdo das membranas

A obtencdo das colbnias de S. aureus ATCC25293 assim como a contaminacdo das
membranas com esfregagos das colénias das bactérias foram feitas seguindo a metodologia
descrita nas segdes 5.3.1 e 5.4.1 (MC) respetivamente

9.2.4 Fotodegradacéo do Custodiol® e Custodiol® com azul de metileno 0,01% usando
luz vermelha (660nm)

Para a realizacdo do experimento, 30 mL de uma solugdo de Custodiol®, com e sem azul
de metileno, foram iluminadas com luz vermelha (660 nm) mantendo a solucéo circulando a
temperatura ambiente e baixas temperaturas por 1 hora (Figura 22). Amostras da solucdo foram
retiradas nos intervalos de tempo: 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 min e colocadas no
espectrofotdbmetro Varian Cary 50 entre os comprimentos de onda de 250 a 800 nm para

mensuracao da absorbancia e posterior processamento dos resultados.
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Figura 22 - Imagem ilustrativa do modulo de irradiacdo utilizado nos experimentos de fotodegradagdo
desenvolvidos variando a temperatura: a: teste de fotodegradacgéo feito a temperatura ambiente; b:
teste de fotodegradacéo feito a baixas temperaturas (4-8°C).

Fonte: Elaborada pela autora

9.2.5 Citotoxicidade de Custodiol® com azul de metileno e irradiado em células de
mamiferos (fibroblastos)

O ensaio de citotoxicidade do Custodiol® com AM e irradiado foi desenvolvido
utilizando células de fibroblastos dérmicos neonatais (HDFn, C0045, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EUA) cultivadas no meio Eagle modificado (Dulbecco, Vitrocell, Campinas,
Brasil), complementado com 10% de soro fetal bovino (Vitrocell). As células foram semeadas
em placas de 96 pocos sendo um total de 104 células por pogo, deixadas durante 24 h para que
se aderisse na placa. Apos esse tempo foram incubadas amostras de Custodiol®, Custodiol®
com AM 0,01% e irradiadas que foram previamente coletadas nos tempos: 0, 5, 10, 20, 30, 40,
50 e 60 min. O processo de incubacdo da placa foi ao longo de 4 horas mantendo uma
temperatura de 4°C; passado esse tempo o0s po¢os foram lavados 2x com o PBS e foi feito um
ensaio colorimétrico para viabilidade celular de MTT — Sigma. Utilizando o meio sem fenol
com 10% da solugdo de MTT as células foram incubadas por 4 horas. Apo6s da incubagéo
leituras de absorbancia foram feitas a 570 nm com o Multiskan GO Microplate

Spectrophotometer e o desvio padrdo dos valores de viabilidade celular foram graficados.®
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9.2.6 Testes de inativacao fotodinamica usando luz vermelha (660 nm) do Custodiol® com
azul de metileno 0.01% usando camara de filtragem com membranas contaminadas
com esfregacos de colbnias de S. aureus.

Para o desenvolvimento do experimento as membranas foram contaminadas com
colbnias de S. aureus que foram obtidas como descrito nas sec¢des 5.3.1, seguindo o protocolo
de contaminacdo descrito na secdo 5.4.1 (MC), as quais foram inseridas na cdmara de filtragem,
como se mostra na Figura 8. Os testes de inativagdo assim como a quantificacdo da carga
bacteriana remanescente nas membranas depois do processo de inativacdo foram realizados
seguindo os protocolos descritos nas se¢Bes 5.5.1 e 5.5.2, respetivamente. As modificacdes no

protocolo foram a solucio de Custodiol® com AM 0,01% e a fonte de irradiagdo em 660 nm.

9.3 Resultados e discussao

Os valores da dose de entregue para cada tempo foram calculados usando a Equacao 1,
onde D € a fluéncia em (J/cm?), | € a irradiancia expressa em (W/cm?) e t representa o tempo
em (s). A Tabela 3 mostra os valores calculados para a irradiancia de 0,03 W/cm? do sistema

empregado.

J

D =1Ixt [W (1)

Tabela 3 - Valor da fluéncia calculada para cada tempo de irradiagdo no qual foram coletadas as amostras.

Tempo Dose
(min)  (J/cm?)

0 0

5 9

10 18
20 36
30 54
40 72
50 90
60 108
80 144
100 180
120 216
180 324
240 432

Fonte: Elaborada pela autora
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Com o intuito de saber se ocorre uma degradagdo ou sdo modificadas as caracteristicas
do Custodiol® com e sem AM quando iluminado com luz vermelha (660 nm), foram
desenvolvidos testes a temperatura ambiente e a baixas temperaturas (4-8 °C) (Figura 24) aonde
amostras foram coletadas ao longo de 1 hora de iluminacdo do liquido circulante e analisadas
no espectro de UV-visivel. Como os resultados obtidos foram muito similares tanto nos testes
realizados a temperatura ambiente quanto nos testes feitos a baixas temperaturas, mostramos 0s
resultados obtidos nos testes realizados a baixas temperaturas, tendo em conta que a perfuséo
do 6rgdo é feita a temperaturas baixas.

No gréafico da Figura 23 mostram-se 0 espectro de absorcdo visivel da solucéo
Custodiol® mantida em circulagdo e irradiada durante 1h com luz vermelha (660 nm). Como
pode se observar o Custodiol® mostra degradacio, evidenciando-se alteragdes nas bandas
quando comparadas com o controle (Custodiol® sem irradiar) apés de 1 hora de iluminacio

com uma fluéncia de 108 J/cm?.
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Figura 23 - Espectro de absorcéo na regido UV visivel da solugdo Custodiol® mantida em circulagdo e irradiada
durante 1h com luz vermelha (660 nm).

Fonte: Elaborada pela autora

O espectro de absorcdo do Custodiol® sofre alteracdes ao longo do tempo, com o
aumento relativo da absorcao na regido entre 300 e 400 nm, no entanto, sob as condi¢des de
irradiacdo utilizadas, ndo houve a formacéo de fotoprodutos.
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Os resultados dos experimentos de fotodegradagdo do Custodiol® com AM 0,01%
iluminando com luz vermelha (660 nm) a solucdo que circulou pelo sistema durante 1 hora a

baixas temperaturas (4-8 °C) sdo apresentados no grafico da Figura 24.
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Figura 24 - Espectro de absor¢io UV-visivel da solu¢éo Custodiol® com Azul de Metileno 0,01% mantida em
circulagdo e irradiada durante 1h com luz vermelha (660 nm).

Fonte: Elaborada pela autora

Os resultados dos experimentos de fotodegradagdo do Custodiol® com AM 0,01%
iluminando com luz vermelha (660 nm) a solucdo que circulou pelo sistema durante 1 hora a
baixas temperaturas (4-8 °C) mostram-se no grafico da Figura 24. Como pode se observar a

partir dos 40 min de irradiacdo com luz vermelha (660 nm) é evidente a degradacéo do AM.

O grafico da Figura 25 apresenta a alteragdo da absorcdo no comprimento de onda de
660 nm em funcdo da fluéncia entregue. Como pode se observar a partir dos 40 min de
irradiacdo com luz vermelha (660 nm) é evidente a degradacdo do AM. Essa € um dado
importante, pois indica indiretamente que a acdo fotodindmica estd ocorrendo mesmo com o

AM no Custodiol®, ou seja, na presenca de biomoléculas na solugo.
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Figura 25 - Fotodegradacéo do AM no Custodiol® quando irradiado durante 60 min com luz vermelha (660 nm).

Fonte: Elaborada pela autora

O gréafico da Figura 26 mostra os resultados do teste de citotoxicidade da solucdo de
preservacdo Custodiol® ou HTK com AM 0,01% exposta a irradiacio com luz vermelha (660
nm) em fibroblastos durante um tempo total de 60 min de circulacdo do liquido através do
sistema. Ao comparar as amostras de HTK e HTK_AM sem irradiar com o controle apresentam
uma variabilidade da viabilidade muito pequena. A diminuicdo da viabilidade celular somente
é significativa com tempos de irradiacdo acima de 50 min, sendo que para 60 min, a viabilidade
reduziu para 0,4, em comparacao ao grupo controle. O aumento da toxicidade pode ser atribuido
a um ou dois fatores concomitantes a fotodegradacéo observada apenas do Custodiol® irradiado
e o perfusato com AM irradiado. Como observado nas modificagGes observadas nos espectros
de absorcdo, a solucdo do Custodiol® estd sendo modificada, podendo perder suas

caracteristicas de preservacdo da viabilidade celular e/ou com a presenca de produtos com
maior toxicidade celular.
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Figura 26 - Citotoxicidade da solu¢do de preservacdo Custodiol® ou HTK com AM 0,01% exposta a irradiagdo
com luz vermelha (660 nm) em fibroblastos durante um tempo total de 60 min de circulacdo do liquido
através do sistema.

Fonte: Elaborada por Carolina Campos

Finalmente, quando realizados os testes de inativacdo fotodindmica do Custodiol®
usando como fotossensibilizador o azul de metileno 0.01% e irradiando com luz vermelha (660

nm) os resultados de reducdo microbiana ndo foram promissores (Figura 27).
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Figura 27 - Efeito da TFD na inativacdo de S. aureus em Custodiol® irradiando com luz vermelha (660 nm)
durante 240 min usando como fotossensibilizador o AM. Os pontos pretos e vermelhos mostram as
curvas das amostras controle e irradiada respetivamente.

Fonte: Elaborada pela autora

Ao analisar os resultados obtidos do crescimento bacteriano do grupo controle, aonde
se circulou a solugdo de Custodiol® com AM 0,01% durante 4 horas ndo se observa nenhum
indicativo de inativacdo. No grupo irradiado se pode observar uma pequena tendéncia a
diminuicio da carga bacteriana nos primeiros 40 min (72 J/cm?), logo depois se observa um
aumento da carga bacteriana ap6s dos 40 min até aproximadamente os 100 min (180 J/cm?) e
depois fica estavel até os 240 min (432 J/cm?) indicativo de que foi ineficiente o processo de
inativacdo empregado.

Apds do teste de inativacdo fotodindmica, com e sem luz, as membranas foram
colocadas no ultrassom para desprender as bactérias que ficaram nas membranas e logo depois

foram tomadas amostras de cada uma das membranas tipo swab.
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Na tabela 4 mostram-se os resultados do grupo controle e irradiado, constatando a
permanéncia de altas cargas de S. aureus nas membranas, sendo de 6 a 7 log (UFC/mL),

reproduzindo novamente os resultados anteriores com o UV-C.

Tabela 4 - Carga bacteriana residual nas membranas ap6s do processo de inativacdo de S. aureus aplicando a
TFD no Custodio com AM 0,01% circulante 4 horas.

PDT HTK_AM 0,01%

TESTES Ultrassom Swab
M1 M2 M3 M1 M2 M3
CONTROLE | 7.88+0,02 7,21+0,17 7,57+0,03 691+0,06  7,17£005 6,98+ 0,08

IRRADIADO | 778+0,01 7,79+0,07 7,74+ 0,05 6,91+ 0,03 6,81+ 0,04 6,85+ 0,12

Fonte: Elaborada pela autora

Tendo em conta os resultados obtidos no teste de fotodegradacdo do AM no Custodiol,
aonde demostrou-se a degradagdo do AM a partir dos 40 min de irradiacdo decidiu-se fazer
outro teste de inativacdo igual que o anterior, mas adicionando 2 mL de AM 0,01% cada 30
min antes da degradacdo do AM que se encontra na solucdo, para comprovar se a auséncia de
resposta era decorrente de uma alta fotodegradacdo no periodo inicial e consequente auséncia
de moléculas ativas nos periodos finais de irradiacdo. Os resultados sdo mostrados no grafico
da Figura 28. Comparado ao resultado com uma Unica administracdo do AM (figura 27), pode-
se observar que a redugdo observada foi também de apenas 1 logio, com a tendéncia de
manutencdo da resposta por um periodo mais prolongado. No entanto, considerando a

efetividade como tratamento antimicrobiano, mesmo esse protocolo ndo mostrou eficiéncia.
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Figura 28 - Efeito da TFD na inativacdo de S. aureus em Custodiol® com AM irradiando com luz vermelha (660
nm) durante 240 min, mantendo o liquido circulando e adicionando 2 mL de AM cada 30 min. Os
pontos pretos e vermelhos mostram as curvas das amostras controle e irradiada respetivamente.

Fonte: Elaborada pela autora

Os mecanismos dessa pobre resposta serdo investigados, uma das hipdteses é a de que
as biomoléculas presentes no Custodiol® atuam como outros alvos da interacdo do
fotossensibilizador e do oxigénio singleto, reduzindo a acdo fotodinamica sobre as bactérias.
Algo similar aconteceu em um estudo in vitro onde a adi¢do do surfactante pulmonar Survanta®
reduziu o efeito do aPDT da indocianina verde, Photodithazine®, bacterioclorintrizma e

protoporfirina IX contra Streptococcus pneumoniae 3

Como nos experimentos anteriores, 0 método de tratar apenas o perfusato circulante ndo

apresentou nenhuma resposta na carga bacteriana do foco de infec¢do (Tabela 5).
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Tabela5 - Remanescéncia de bactérias nas membranas ap6s do processo de inativacdo de S. aureus aplicando a
TFD no Custodio com AM 0,01% circulante durante 4 horas, adicionando 2 mL de AM 0,01% cada

30 min.
PDTHTK_AM 0,01%
(Adicionando 2 mL de AM 0,01% ¢/30 min)
Testes Ultrassom Swab
M1 M2 M3 M1 M2 M3
Controle  7,42+0,09 7,46+ 0,03 7,36+ 0,09 7,09+ 0,09 6,81+ 0,13 6,67+ 0,17
Irradiado 7,13+0,01 7,02+0,09 7,57+ 0,03 7,18+0,13 6,77+ 0,17 7,21+ 0,02

Fonte: Elaborada pela autora

9.4 Conclusoes Parciais

o A incidéncia da luz vermelha (660 nm) no Custodiol que circulou durante 1 hora pelo
sistema de descontaminacdo provocou alteracdes no liquido de preservacdo de 6rgaos.

o Quando o Custodiol com AM 0,01% é irradiado com luz vermelha (660 nm) constatou-
se que apos dos 40 min de irradiagdo e aplicando uma fluéncia de 72 J/cm? 0 AM 0,01%
comeca a degradar-se.

o Constatou-se 0 aumento da citotoxicidade do Custodiol com AM 0,01% a partir dos 40
min de irradiacdo com luz vermelha (660 nm).

o O processo de inativagao fotodindmica bacteriana quando utilizado o AM 0,01% como

fotossensibilizador numa solugdo de Custodiol ndo apresentou resposta significativa.
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10 Descontaminacéo de figados de ratos Wistar machos simulando a perfuséo ex vivo
do érgdo usando a radiacgdo ultravioleta C para a inativacao de S. aureus no liquido
circulante

10.1 Objetivos especificos

e Desenvolver modelo experimental que conjugue a perfusdo ex vivo do 6rgdo e a
Radiacdo Ultravioleta C (254 nm) como alternativa para a descontaminacdo do figado
de rato Wistar contaminado com S. aureus.

e Avaliar a efetividade da Radiacdo Ultravioleta C (254 nm) na inativacao de S. aureus

no perfusato no modelo ex vivo do figado de ratos Wistar.

10.2 Materiais e Métodos

10.2.1 Sistema de perfusao do figado combinado com modulo de irradiacdo UV-C

Para o desenvolvimento do experimento simulando a perfusdo ex vivo do figado usando
a radiacdo ultravioleta C para a inativacdo de S. aureus no liquido circulante, dado o tamanho
do figado e volume de liquido que ele admite, utilizamos uma méaquina de perfusdo adaptada a
estas condi¢des. Foi concebido um modelo no qual foi possivel a perfusdo do érgdo usando
uma bomba de microinfusdo para a circulacdo do perfusato no figado e a descontaminacao do
perfusato coletado foi realizada usando o mesmo sistema descrito na se¢do 5.1 (Figura 28).

A perfusdo do figado de rato foi feita através de um sistema de perfusao constituido por
uma bomba de infusdo programavel Scienlabor bivolt de 150 mm de alto, 175 mm de largura e
350 mm de comprimento que consta de fuso e guias em aco inox com acionamento por motor
de passo de alta precisdo. A bomba de infuséo aceita duas seringas intercambiaveis que podem
ser de tamanhos e modelos variados, com uma taxa de infusdo de 0,01 (o mais lento) até
999,99 pL/h ou min (o mais rapido), com a possibilidade de programar os parametros de tempo
e volume, podendo selecionar a taxa de infusdo em horas ou minutos e volume de infusdo em

mL ou pL.
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Figura 29 - Imagem ilustrativa do sistema de perfusdo de figado combinado com o médulo de irradiacdo UV-C: a
indica a bomba de infusdo programavel de duas seringas; b indica a fonte de irradiacdo de luz UV-C;
e ¢ a bomba peristaltica.

Fonte: Elaborada pela autora

10.2.2 Linhagem animal

Para desenvolver os experimentos in vivo foram utilizados ratos machos, da linhagem
Wistar, com pesos entre 200 e 300g, provenientes do Biotério Central da Universidade de Sdo
Paulo. Os ratos foram mantidos num alojamento para animais montado no Instituto de Fisica
de S&o Carlos (IFSC/USP), no Laboratério de Biofotdnica do Grupo de Optica, em estante
ventilada (Alesco®) com sistema de climatizacdo controlada. Em cada gaiola foram alojados
trés animais com o assoalho forrado com maravalha, recebendo agua filtrada e racdo comercial
especifica para roedores, ambos ad libitum. O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais do IFSC (anexo 2).

10.2.3 Obtencdo do in6culo para inducdo da infeccéo

Para o preparo do indculo reativou-se a cepa de S. aureus ATCC25293 espalhando 10
uL da bactéria (mantida previamente no congelador) em placa contendo Agar BHI e foi
colocada na estufa DBO da Electrolabe modelo EL 101/3 submetida a uma temperatura de 37
°C por 48 horas. Apos esse tempo, preparou-se o pré-inoculo, transferindo 8 col6nias de S.

aureus para um tubo tipo Falcon contendo 10 mL de Agar BHI liquido que foi colocado na
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incubadora tipo shaker SL-22 da SOLAB mantido sob agitacdo a 150 rpm por 18 horas a 37 °C.
Passado esse tempo de incubagdo, preparou-se o inoculo em BHI liquido na proporgdo 1:10
(volume), levou-se novamente para a incubadora tipo shaker SL-22 por mais 4 horas.
Posteriormente, foi medida a absorbancia da suspensdo no espectrofotdmetro Varian
Cary 50 no comprimento de onda em 600 nm e uma aliquota de 400 puL da solucao foi plaqueada
em triplicata em cinco dilui¢ces. Na sequéncia, o tubo Falcon contendo o inoculo foi colocado
na centrifuga a 3.000 rpm por 10 minutos, para a separacao das bactérias do BHI. O liquido
sobrenadante foi jogado fora e adicionado PBS no mesmo volume de BHI (sobrenadante),
sendo repetida a centrifugacdo duas vezes. Apds descarte do sobrenadante, as bactérias foram
misturadas com a mucina (Sigma Aldrich®) preparada com antecedéncia diluindo-a em &gua
estéril na concentracdo de 0,05 g/mL e colocada em vortice, até a obtencdo de uma solucao

totalmente homogénea.*>*

10.2.4 Modelo animal de infeccdo sistémica

Para indugdo da neutropenia dos ratos, com o intuito de viabilizar a infeccéo, foi
desenvolvida uma modificacio do protocolo ja descrito por Vivekanandan et al., 2018
utilizando a ciclofosfamida como agente imunossupressor. As modificacdes realizadas foram
feitas em testes pilotos, sendo: a via de administracdo do imunossupressor, a concentracdo do
inéculo, o tempo de espera depois de inoculada a infeccdo e o tempo que foi mantida a
neutropenia nos ratos.

Para desenvolver o estudo piloto do modelo de infeccdo utilizaram-se 6 ratos Wistar
machos: em 3 deles a neutropenia foi mantida por 5 dias, aplicando uma dose diaria, via
subcutanea, com Ciclofosfamida 200 mg (Genuxal®, fabricado por Baxter Oncology GmbH,
Alemanha) por 4 dias consecutivos: injetando uma dose diaria de 150 mg/kg (peso corporeo)
nos primeiros 4 dias e no quinto dia, uma dose de 100 mg/kg. No sexto dia, o inoculo de 0,2
mL de S. aureus (108log UFC/mL) em mucina gastrica suina a 5% foi injetado via
subcutanea.®1* Nos outros 3 animais, a neutropenia foi mantida por 4 dias aplicando uma
dose diaria via subcutanea com Ciclofosfamida 200 mg (Genuxal®, fabricado por Baxter
Oncology GmbH, Alemanha) por 4 dias consecutivos: injetando uma dose diaria de 150 mg/kg
(peso corpdreo) nos primeiros 3 dias e no quarto dia, uma dose de 100 mg/kg. No quinto dia,

foi inoculada a bactéria como explicado anteriormente. Apo6s de 4 horas da inoculagdo da
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infeccdo foi feita a cirurgia para a extracdo dos figados, e posterior plagueamento da solucdo
extraida por filtragem do macerado dos 6rgdos.

10.2.5 Cirurgia para extracao de figado e canulagéo para perfusao

Anterior a cirurgia, os ratos foram submetidos ao jejum de 12 horas. Uma solugéo de
80-90 mg/Kg Cloridrato de Cetamina e 10-15 mg/kg de Cloridrato de Xilasina (Sespo Ind.
Com. Ltda.) foi injetada via intraperitoneal. Essa associa¢ao induz uma sedacdo em torno de 30
min, quando necessario se pode administrar mais 10% da dose, e para o procedimento de morte
¢ administrado o dobro da dose inicial para o animal.**® Logo antes da retirada do figado, 0,3
mL de Heparina 0,2% foi administrada via veia peniana para evitar a coagulacdo do sangue no
orgao.

A cirurgia foi feita fazendo uma abertura da parede abdominal por meio de incisdo
mediana e transversal (em "T").1%" Posteriormente, foi realizada a dissec¢do da parte proximal
da veia mesentérica superior e da veia porta até o hilo hepéatico por meio da ligadura e seccao
das veias esplénica e gastrica esquerda; a disseccdo da aorta abdominal por meio de ligadura e
seccdo das artérias renal esquerda e direita, artéria mesentérica superior, artéria esplénica e
artérias gastrica esquerda e direita para construcdo de manguito compreendendo a aorta, 0
tronco celiaco e a artéria hepatica assim como a dissec¢do da veia cava infra e supra-hepatica.
Depois foi feita a liberacdo total do figado da cavidade abdominal por meio da sec¢do de seus
ligamentos das veias cava infra- e supra-hepatica, da veia porta, e do manguito aorto-celiaco.
O figado foi retirado de seus pediculos vasculares e colocado numa placa do tipo Petri estéril
contendo solucdo de preservacdo gelada. Rapidamente foi feita a fixacdo do cateter de dupla
via na veia porta e no manguito aorto-celiaco e conex&o deste ao sistema de perfuséo.'®"1%

Com a abertura da cavidade toracica (por meio do diafragma) e corte dos grandes vasos
como aorta, carotidas ou femoral e as veias cava, jugular ou femoral, o rato morre pela perda
aguda e massiva da volemia.'*

Os procedimentos cirargicos foram realizados pelo Dr. Flavio Henrigque Ferreira Galvao
da Faculdade de Medicina da USP.
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10.2.6 Teste de descontaminacdo de figado de ratos Wistar machos simulando a perfusdo ex
vivo do 6rgdo usando a radiacao ultravioleta c para a inativacdo de S. aureus no liquido
circulante

Para desenvolver o teste foram utilizados 8 ratos, dos quais, um morreu minutos depois
de receber a inoculacéo da infeccéo, assim, nesse estudo foram utilizados 7 figados. Um cateter
de dupla via foi fixado na veia porta e no manguito aorto-celiaco do 6rgéo, e conectado ao
sistema de perfusdo programado para entregar 50 mL de Custodiol em 10 min. O volume total
empregado para a perfuséo foi de 200 mL (4 seringas de 50 mL) de Custodiol.

A Figura 29 apresenta um desenho esquematico do processo de descontaminacao de
figados de ratos Wistar simulando a perfusdo ex vivo do 6rgdo usando a radiacdo ultravioleta C
na inativacdo de S. aureus no liquido circulante. O perfusato de saida do érgdo foi depositado
em um béquer, mantido em gelo para resfriamento. As extremidades dos tubos de entrada e
saida da bomba de perfusdo também foram posicionadas dentro do béquer. O fluxo de trabalho
foi de 200 mL/min e o perfusato foi irradiado dentro do dispositivo de irradiacdo UVC.

Antes de iniciar a irradia¢do, uma primeira amostra de 400 pL (to) foi coletada para fazer
o0 plagueamento controle. A cada 5 min, 50 mL do liquido foram manualmente coletados no
béquer com seringa estéril e reintroduzidos na maquina de perfusdo para dar continuidade a
circulacdo no figado. Mantendo o liquido circulando pelo dispositivo de descontaminacéo e
iluminando constantemente coletaram-se amostras nos tempos: 5, 10, 15, 30, 40, 60 min e 0
plagueamento em triplicata foi realizado para cada amostra.
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Figura30- Esquema descritivo do processo de descontaminacdo de figados de ratos Wistar simulando a
perfusdo ex vivo do drgdo usando a radiagdo ultravioleta C na inativacdo de S. aureus no liquido
circulante. Painel A: descricdo sintetizada do modelo de infecéo e cirurgia do rato Wistar feita para
a extracao do érgdo. Painel B: processo de inativagdo bacteriana do perfusato circulante coletado ao
sair do 6rgdo utilizando o médulo de irradiacdo UV-C constituido pela fonte de irradiacdo de luz
UV-C e a bomba peristéltica.

Fonte: Elaborada pela autora

Apos a finalizacdo da perfusdo com irradiagdo ex vivo foi realizada a maceracdo dos
figados para avaliar contaminacao residual do érgdo. Colocou-se o figado no almofariz, que foi
triturado com ajuda do pistilo, adicionando-se 3 mL de PBS para facilitar a recuperacdo das
bactérias. O macerado foi colocado em um funil com papel filtro para a coleta do liquido. De
cada macerado, as amostras foram plaqueadas em triplicata e as placas mantidas na incubadora.

No dia seguinte, foi feita a contagem das colonias das bactérias.

10.2.7 Teste de propriedades dpticas do Custodiol e sangue

Para avaliar a influéncia da presenga do sangue no liquido de preservacdo do 6rgao
quanto aos resultados obtidos na descontaminacao de figado por perfuséo ex vivo, foi realizado
um teste usando 1 mL uma solucdo de Custodiol e Sangue de Carneiro a diferentes

concentragdes (entre 0,0625% e 20%, conforme a Tabela 6). A transmitancia foi avaliada no
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intervalo entre 200-800 nm no espectrofotdmetro UV-VIS (Cary® Bio, Varian, Australia),
usando uma cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1 mm.

Tabela 6 - Quantidade de sangue e Custodiol utilizados para preparar a solu¢do de Custodiol e sangue de carneiro
a diferentes concentragdes.

Solucéo (%) Sangue (uL) Custodiol (uL)
20 200 800
10 100 900
5 50 950
2 20 980
1 10 990
0,5 5 995
0,25 2,5 997,5
0,125 1,25 998,75
0,0625 0,625 999,375

Fonte: Elaborada pela autora

10.3 Resultados e discussao

Os resultados comparativos do modelo de infeccdo sistémica nos ratos Wistar,
mantendo a neutropenia por 5 dias (conforme protocolo original) e por 4 dias (protocolo

modificado, visando reduzir o risco de morte) séo apresentados na Figura 30.
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Figura 31 - Resultados do modelo de infecgdo sistémica em ratos Wistar mantendo a neutropenia por 5 e 4 dias.
As barras laranja mostram o controle (inoculo injetado para indugéo da infecdo) e as barras verdes
indicam a recuperacéo das bactérias encontradas nos figados apds de 4 horas de ter induzido a infe¢&o;
MMF1-3 media de logio UFC/mL recuperado na maceragdo dos figados dos ratos 1 a 3.

Fonte: Elaborada pela autora

Como pode se observar a partir da injecédo de um inoculo inicial de 8 log UFC/mL de S.
aureus (DO: 0,9) em mucina 5% (v/v) ap6s 4 horas da inoculacdo da infeccdo, tanto no
protocolo aonde foi mantida a neutropenia por 5 dias quanto no qual foi mantida por 4 dias
conseguiu-se recuperar 4log UFC/mL, demonstrando que os modelo de infeccéo utilizados séo
eficientes para conseguir a contaminacao dos figados dos ratos.

Com base a observacdo do animal ao longo dos dias mantendo a neutropenia supds-se
que a inducdo da neutropenia foi severa, pois se observou o mesmo efeito quando foi mantida
por 4 dias quanto for mantida por 5 dias: diminuicdo de peso, caida dos pelos e falta de brilho
e alguns deles ficavam com diarreia.

Para determinar se existe diferenca estatistica nos resultados quando a neutropenia é
mantida por 5 ou 4 dias, realizou-se uma prova baseada na comparacao das médias pelo teste t-
Student. Nao houve diferenca significativa entre os tempos de indugdo da neutropenia, desta
forma, a escolha foi pelo menor tempo, principalmente por minimizar os riscos de perda de

animais por uma infec¢cdo muito severa.
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Assim, o0 modelo adaptado foi entdo definido com indugéo da neutropenia aplicando
uma dose diéria com Ciclofosfamida 200 mg, via subcutanea por quatro dias consecutivos:
injetando uma dose diaria de 150 mg/kg (peso corporeo) nos primeiros trés dias e no quarto dia,
uma dose de 100 mg/kg. No quinto dia, o inoculo de 0,2 mL de S. aureus (8 log UFC/mL) em
mucina gastrica suina a 5% injetado pela mesma via que é aplicado o imunossupressor.°0-15!
Passadas 4 horas da inoculagdo do in6culo, a cirurgia foi realizada para extrair o figado e
proceder a descontaminacao do 6rgéo.

Dos sete figados investigados, o crescimento de S. aureus foi observado nas placas de
apenas quatro ratos, resultados que se mostram na Figura 31.

Pode-se observar uma grande variabilidade entre os animais, a contaminacdo do
perfusato foi entre 3 e 4 logio/mL. Apenas no figado 1 foi observada a redu¢do completa que se
manteve até o final do periodo de irradiacdo de 60 min. Neste caso, a resposta apresentou um
comportamento semelhante aos experimentos in vitro, onde se observa a resposta efetiva sobre
as bactérias circulantes no perfusato. Outra amostra (figado 2) apresentou uma reducdo no
tempo de 5 min e logo um grande aumento para 7 logio UFC/mL, com posterior redugéo para 3
a 3,5 logio UFC/mL. O aumento repentino da quantidade de bactérias circulantes pode ser
justificado pelas caracteristicas da perfusdo ex vivo, onde se pode observar o desprendimento
de coagulos sanguineos o que iréa diretamente interferir na variacdo do nimero de bactérias no
perfusato. Apesar de ter injetado 3 mL de Heparina 3%, via peniana, antes da remocéo do

figado, a perfuséo e lavagem do 6rgao ndo foi uniforme e completamente efetiva.
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Figura32- Efeito da radiacdo ultravioleta C na inativagdo de S. aureus do perfusato que sai dos figados
contaminados de ratos Wistar quando perfundidos com o Custodiol.

Fonte: Elaborada pela autora

Nos figados 3 e 4, o comportamento foi semelhante sendo uma concentracdo de
bactérias circulantes entre 3,5 e 4 logio UFC/mL, e sem efetiva resposta de inativagéo por UV-
C. Essa resposta pode ser decorrente de a taxa de introducdo de bactérias circulantes é similar
a taxa de inativacdo pela irradiacdo UV-C ou devido a alteragdo do Custodiol no presente
modelo ocasionando uma resposta distinta ao observado nos modelos in vitro. Baseado nas
analises dos resultados anteriores e pela observacdo da presenca de sangue no perfusato
circulante, a hipdtese mais provavel € a grande atenuacdo da luz UV-C pela maior presenca de
componentes de alta absorgdo nesse intervalo espectral e, portanto, reduzindo a eficiéncia da
inativacao.

Os resultados da carga bacteriana residual no macerado dos figados sdo apresentados na

Figura 33.
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Figura 33 - Sobrevivéncia de S. aureus em figados de ratos apds do processo de inativacdo com UV-C: MF1,
MF2, MF3, MF4, MF5, MF6 e MF7 representam ordens de logio UFC/mL recuperadas na maceragéo
dos figados dos ratos 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7, respectivamente, e MMF1-7 a media de ordens de logio
UFC/mL recuperadas na maceragéo dos figados dos ratos 1 a 7.

Fonte: Elaborada pela autora.

Como pode ser observado, ainda depois do processo de irradiacdo do perfusato com
UV-C, ndo existe acdo efetiva na descontaminacdo do 6rgdo, sendo que neste modelo de
infeccdo, o figado apresentava uma contaminacao de cerca de 3 logio UFC/mL. Similarmente,
como observado nos experimentos in vitro, a quantidade de bactérias circulantes no perfusato
é semelhante a contaminacéo do foco da infeccdo e que o processo de perfusdo ex vivo apresenta
uma limitada a¢éo na limpeza do 6rgdo. Com a manutencédo desse grau de contaminagéo, pode-
se dizer que o processo de irradiacdo UV-C durante a perfuséo ex vivo do figado nao foi efetivo

como método de descontaminacao.

O grafico da Figura 34 apresenta a variacdo dos espectros de transmissdo UV-visivel da
solucéo de Custodiol e sangue em diferentes proporgoes.
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Figura 34 - Espectro da transmitancia da luz na solucdo de Custodiol e sangue entre 200 e 420 nm em funcéo da
concentragdo de sangue.

Fonte: Elaborada pela autora

O sangue possui componentes de caracteristicas altamente absorvedoras de luz na regido
do UV-C, de modo que pequenas fragdes (a partir de 1% de sangue na solu¢do) comprometem
mais de 95% da propagacao da luz, resultando numa reducdo de mais de 99% da dose de luz

(fluéncia) entregue.

Para saber o grau de atenuacdo da luz absorvida, foi calculada a dose entregue por
segundo em funcdo da concentracdo de sangue na solugdo de Custodiol. Tendo em conta 0s
resultados obtidos no grafico da Figura 35, quando as concentracdes de sangue em Custodiol
estdo acima do 1%, a transmitancia é extremamente reduzida (a transmissdo em 254 nm é menor
que 5%), como se mostra na Tabela 7. Com isso, pode-se afirmar que a luz ndo consegue
atravessar a solucdo quando ha porgdes de sangue misturado nela. Portanto, foi impossivel
conseguir a inativacdo bacteriana nestas condi¢des, pois a luz apenas consegue chegar até a
parte superficial do liquido, sendo impedida de inativar a totalidade das bactérias que circulam
pelo tubo de quartzo que estd sendo iluminado. Numa concentracdo tdo baixa quanto 1% de

sangue no Custodiol, a dose é reduzida em mais de 99% da entregue a superficie do tubo. Este
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resultado parece confirmar que, devido a atenuacéo na entrega de luz, a reducdo microbiol6gica

obtida foi comprometida, sendo muito inferior ao esperado nas condigdes ex Vivo.

10
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Figura 35 - Percentual de dose entregue, por segundo, na porcdo central do tubo de quartzo em termos da
concentragdo de sangue no Custodiol. Os valores a direita da linha tracejada vertical estdo
representados em escala logaritmica da concentragdo percentual, mostrando qudo expressiva € a
atenuagdo da luz UV-C na presenca de pequenas por¢des de sangue no Custodiol. A porgéo a esquerda
da linha tracejada vertical indica o valor de dose entregue pela lampada sem obstaculo (0% atenuacao),
com o tubo preenchido por 4gua (15% atenuacdo), e no Custodiol sem sangue (aproximadamente 91%
atenuacdo). Estes valores estdo fora de escala devido a escala exponencial usada para a concentragéo.

Tabela 7 -

Fonte: Elaborada pela autora.

Dose de entregue em funcéo da concentracdo de sangue na solugéo de Custodiol. Os valores nas linhas
amarelas representam os elementos fora de escala na Figura 35.

Condicio Dose /s (mllcm®) | Dose /h (Jicm®)

Entregue 13 648
Agua 15,30773 5510783
0% Sg 1,62321 584357
0.0625% Sg 1,20785 4 34825
0.125% Sq 086741 312268
0.25% Sg 052413 1,88689
0.5% Sg 0,21801 0, 78485
1% Sg 0,03912 014084
2% Sg 0,00173 000624
5% Sg 1,43387E-5 5,16194E-5
10% Sg 2,28784E-6 8,23624E-6
20% Sqg 2,93787E-7 1,05763E-6

Fonte: Elaborada pela autora

Dose (%)
100
85,04285
901786
6, 71027
4831885
291186
1,21118
021734
0,00963
7,96585E-5
1,27102E-5
1,63215E-6
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Essas analises corroboram com a variabilidade de resposta obtida no estudo ex vivo e
pela auséncia de resposta de inativacdo bacteriana nos figados 3 e 4. A partir desses resultados,
se demonstra a grande interagdo negativa do sangue no perfusato, apontando a relevancia de
uma completa remocéo e perfusdo homogénea do érgéo anterior a irradiacdo por UV-C, sendo

que mesmo 1% em volume de sangue resulta na atenuacéo de 99% da dose de luz entregue.

10.4 Conclusoes Parciais

O modelo de infeccdo utilizado para infectar o figado dos ratos € muito efetivo,
conseguindo infectar o 6rgdo com 4 logio UFC/mL aproximadamente, ou seja, com a metade
da escala logaritmica de UFC injetadas inicialmente nos animais, mostrando-se suficiente para
estabelecer o modelo de descontaminagéo.

O modelo de perfusdo ex vivo desenvolvido resultou em grande variabilidade da
qualidade e homogeneidade da perfusdo do ¢érgdo, com principal consequéncia o
desprendimento de coagulos sanguineos e presenca de sangue no perfusato. A grande atenuacao
da luz UV-C na presenca de sangue resultou na auséncia de resposta de inativagéo.

A concentracdo de bactérias circulantes no perfusato foi semelhante ao do foco de
infeccdo (figado), e o procedimento de perfusdo ex vivo empregado ndo apresentou resposta na

lavagem e desaderéncia das bactérias do 6rgao.
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11 Considerac0es finais

O transplante de 6rgdos é o tratamento de elei¢do para melhorar a qualidade de vida de
pessoas que apresentam doencas crénicas de carater irreversivel em estagio terminal com o
intuito de devolver a funcionalidade do 6rgao e garantir a sobrevivéncia do receptor. Na
atualidade, a demanda de transplantes de 6érgdos sélidos no mundo tem um crescimento
excessivo devido ao aumento de doencgas que causam a faléncia orgénica terminal. A proporgéo
do nimero de candidatos a espera de um 6rgao para ser transplantado néo é correspondida pelo
numero de doadores disponiveis, sendo insuficientes para atender as necessidades. Por tanto, a
disponibilidade de 6rgédos é um fator limitante para o transplante, resultando em altas taxas de
mortalidade de pacientes na lista de espera.

Os orgaos dos doadores infectados por microrganismos patogénicos sdo descartados
devido ao alto risco de contaminacdo do receptor e 0s consequentes problemas associados,
diminuindo ainda mais a disponibilidade de 6rgdos nas redes de transplantes, sendo um fator
que complica muito mais o processo.

A radiacdo ultravioleta-C a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana sdo modalidades
germicidas estabelecidas para a inativacdo de microrganismos patogénicos, e quando
combinada com a perfusdo ex vivo do 6rgdo pode se tornar uma alternativa para o tratamento
de enxertos contaminados. Por tal motivo neste estudo investigamos a viabilidade do uso da
radiacdo UV-C e a Terapia Fotodinamica para a descontaminacdo de 6rgdos solidos em
modelos in vitro e in vivo associados a perfusdo ex vivo do 6rgdo irradiando o liquido circulante
para inativar as células bacterianas do meio.

De acordo com os resultados apresentados neste estudo, 0 uso da radiacéo ultravioleta-
C (254 nm) se mostra viavel como alternativa para descontaminacdo de solucdes circulantes
durante a perfusdo ex vivo de enxertos contaminados, pois conseguiu-se a inativacdo da
totalidade das bactérias que ficaram no meio. Diferentes materiais e orientagdes do fluxo no
foco da contaminacdo foram testados e os resultados obtidos foram semelhantes. Em
consequéncia do fluxo ndo ser suficiente para a limpeza do 6rgdo, com maior remocéo das
bactérias, tanto nos testes in vitro quanto nos testes ex vivo, métodos para o tratamento direto
do 6rgéo e/ou para aumentar o desprendimento bacteriano sdo essenciais para a resposta efetiva.

A Terapia Fotodinamica Antimicrobiana com AM (660 nm), que é uma possibilidade a
ser investigada para o tratamento do 6rgdo, apresentou uma limitada resposta de inativacao
mesmo das bactérias circulantes, em contraposic¢do aos resultados do estudo de inativacdo do

virus de hepatite C no modelo porcino de pulméo. As diferencas sdo especialmente o tipo de
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microrganismo (virus versus bactéria) e o perfusato (Steen e Custodiol).®® No entanto, os
resultados do presente estudo concordam com o observado por Kassab et al., onde a acdo
fotodinamica investigada com diversos fotossensibilizadores, inclusive o AM, foi bastante
minimizada na presenca do surfactante pulmonar.’®®. Estudos devem ser realizados para
caracterizar a interacdo das moléculas do AM no Custodiol e como isso esta afetando a acéo
fotodindmica. A principal hipotese é uma interacdo forte do AM com biomoléculas
componentes do Custodiol, reduzindo altamente a disponibilidade para a interagdo com as
celulas bacterianas.

No estudo ex vivo, o procedimento desenhado ndo resultou em uma perfusédo completa
e homogeénea, afetando bastante o seguimento do experimento. N&o existe atualmente um
modelo animal especifico para a perfusao ex vivo do figado, assim planejamos um modelo que
ainda tem diversas limitac6es, mas com modificacdes, especialmente introduzindo a perfusao
corpdrea global e ndo somente do figado, existe um grande potencial de obtermos um modelo
resultando em um figado com menor taxa de coagulacdo sanguinea e perfusdo mais homogénea.
No entanto, ainda assim, importantes dados foram obtidos e corroboram com os resultados dos
experimentos in vitro. A irradiacdo UV-C tem alta resposta de inativacdo bacteriana no
perfusato, mas sem efeito no foco da infec¢do. A concentracéo relativa de bactérias circulantes
é semelhante a do tecido infectado. A alta atenuacdo da luz UV-C em perfusato com sangue
resulta na auséncia de efeito germicida.

Os principais desafios a serem resolvidos para a continuidade do desenvolvimento dos
métodos fotbnicos de descontaminacdo de 6rgédos sélidos para transplante séo:

1) Associacao de métodos para a perfusdo ex vivo que permitam um maior desprendimento
bacteriano e consequente reducdo da carga bacteriana no 6rgao.

2) Anterior ao uso das tecnologias fotonicas, avaliar a qualidade da perfusdo do 6rgdo e
quando da alteracdo da coloragdao do perfusato, especialmente pelo escurecimento
ocasionado pela presenca de sangue, o perfusato deve ser trocado por uma solugao nova.

3) Associacdo de métodos para o tratamento do Orgdo para otimizar o tratamento
antimicrobiano.

4) Investigacdo da interag¢do das diferentes classes de fotossensibilizadores, com excitacao
entre 650 e 850 nm, com as diferentes solucdes de preservagdo utilizadas em
transplantes de Orgdos, e seu consequente efeito sobre a acdo fotodindmica

antimicrobiana.
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12 CONCLUSOES

Nos diferentes modelos in vitro conseguiu-se inativar a totalidade de S. aureus do
liquido circulante reduzindo de 6 a 7 logio (UFC/mL) com uma fluéncia de 64,8 J/cm? em até
1 hora de iluminacao.

O processo de inativagdo fotodindmica bacteriana quando utilizado o AM 0,01% como
fotossensibilizador numa solugdo de Custodiol ndo apresentou resposta significativa,
conseguindo inativar s6 1 logio (UFC/mL) com uma fluéncia de 432 J/cm? durante 4 horas de

iluminacao.

A combinacdo da radiacdo UV-C e Oxacilina sdica 500mg na inativacdo bacteriana no
modelo in vitro usando membranas contaminadas S. aureus formando biofilmes ndo é uma
alternativa efetiva nem viavel na descontaminacdo do 6rgao ex vivo a ser transplantado uma
vez que em periodo de tempo empregado na perfusdo ex vivo de 6rgdos sélidos, ndo foi
observado nenhum efeito antimicrobiano adicional com o uso do antibidtico.

O estudo in vivo de descontaminacédo de figados de ratos Wistar com UV-C (254 nm)
usando a técnica de perfusdo ex vivo conseguiu-se inativar apenas 1 logio (UFC/mL) da carga
bacteriana do liquido perfundido pelo 6rgéo e auséncia de efetividade na carga residual no 6rgédo
infectado

Com remanescente de 4 a 6 logio (UFC/mL) tanto nos materiais quanto nos figados de
ratos apOs do processo de inativacao.

Os resultados apresentados no presente estudo apontam a necessidade de técnicas
auxiliares para aumentar a limpeza do 6rgédo durante o processo de perfusdo e/ou do tratamento

direto do 6érgéo infectado.
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ANEXO A - Calibragéo do sistema de irradiagéo e dosimetria UV- C

O calculo da fluéncia entregue € relevante para se definir protocolos efetivos de
inativacdo microbiana, tanto considerando a geometria de irradiagdo, assim como o fluxo
utilizado durante a perfuséo. Para calcular a fluéncia entregue ao fluido circulante no sistema
de perfusdo, é necessario levar em conta varios parametros, como por exemplo: o volume total
circulado pelo sistema (V), o tempo de irradiacdo (t), a irradiacdo de uma lampada UV-C
(dyy), 0 raio do tubo de quartzo (r,), o raio da lampada (R;), 0 comprimento da lampada UV-
C (Cy), a distancia entre a lampada e o tubo (d), o angulo formado entre o eixo que liga 0s
centros dos cilindros e o limite de irradiacdo atingido pela luz que sai da lampada (8), e 0 angulo
equivalente ao da parte da luz que irradia o cilindro (20). Na Figura 36 se representa a

disposicdo da cada lampada em relacéo a irradiacdo do tubo de quartzo.

Lampada UV-C
RL

Tubo de quartzo

Figura 36 - Representacdo da emisséo individual da lampada em relagdo ao tubo de quartzo. O circulo maior
representa cada lampada, enquanto o menor representa o tubo de quartzo e seu posicionamento em
relacdo a lampada. As linhas roxas descrevem o angulo 26 que descreve a parte da luz emitida que
irradia o tubo R, e r, representam o raio da lampada e do tubo respetivamente, e d a distancia entre
eles.

Fonte: Elaborada pela autora.

A fluéncia média entregue ao volume de fluido circulante no sistema de perfusao é
definida como a quantidade de energia E entregue ao volume total v do fluido circulante, por

isso definimos uma dose de luz volumétrica ou fluéncia (Dv), em J/cm? (Equacéo 1).

J

pv= | €y
v " Vy  lem3
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A partir da definicdo da fluéncia, que ¢é definida como a energia de luz E fornecida
através da area A de uma secéo transversal assumida como sendo a superficie do material
irradiado, é p ossivel estabelecer que a fluéncia fornecida a superficie D¢ é dada pela irradiacéo

d,,, da fonte de luz UV e o tempo de irradiagao t, de acordo com a Equagao 2.

(2)

Ao associar as Equacdes (1) e (2), e levando em conta que a poténcia Optica emitida

E J
D=7 =bwt [l
pelas lampadas é constante, temos:

Esystem =E= D;A=DyVy 3)

Portanto, a fluéncia de superficie entregue seré a fluéncia entregue do liquido circulante
vezes o0 volume total do liquido dividido pela area de superficie, como mostra a equacgéo 4.

DyVy
DS = A

(4)

A fluéncia entregue por volume Dy, pode assim ser definida como mostrado na Equacao

5, substituindo a Equacdo 2 pela Equagéo 4:

0=t

Assumindo uma area irradiada A = 20R,C; na Equacdo 5, a fluéncia média do volume

fornecido ao sistema é dada pela Equacdo 6. Nessa expressdo, representa 0 comprimento da
lampada, de modo que A pode representar a porcao da superficie da lampada que € irradiada.
dyy20R.Cit

Dy == —— 6)

Para estimar 0, devemos considerar a disposi¢ao geométrica das lampadas e do tubo de
quartzo. Um V=100 mL de liquido foi circulado pelo sistema, que foi irradiado por 4 horas
com 4 lampadas com uma irradiagdo de ¢, = 4,5 mW/cm? cada. Sabendo que os raios do tubo
de quartzo e da lampada sdo 4 e 8 mm, respectivamente, a distancia entre a lampada e o tubo ¢
d =1 mm, e o comprimento €, da lampada UVC é 110 mm, ¢é possivel calcular 6 usando as
equacOes 7 e 8.

_ Tt )
0 = arctg <Tt TdTR, (7
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_ o _T
0=17,44° ~= (8)

Assumindo uma irradiagdo constante de ¢, = 4,5 mW/cm? para cada lampada UVC, e
que existem 4 lampadas no sistema, a irradiancia total seria ¢, = 18 mW/cm2; o calculo da

dose média entregue ao volume total que circula no sistema sera dado aproximadamente por:

_ 0,0945648 + t J
V- Vr cm3

9

Finalmente, a dose média de superficie entregue foi calculada pela equagdo 4,

substituindo o valor de Dy calculado na equacéo 9 para cada vez.
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ANEXO B
i|”l |, RS i COMISSAO DE ETICA
Instituto de Fisica de Sao Carlos NO USO DE ANIMAIS
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacio de técnicas Gpticas para descontaminacdo de drgdos para transplante em modelo
animal®, protocolada sob o CEUA n? 8317070319, sob a responsabilidade de José Dirceu Vollet Filho e eguipe; Yordania Matos
Gdmez; Natalia Mayumi Inada; Cristina Kurachi - que envolve a produglo, manutencio efou utilizagho de animais pertencentes ao
file Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa clentifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da
Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo
Conselho Macional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissho de Etica no Uso de Animais da
Institute de Fisica de SSo Carles - Universidade de Sio Paulo (CEUAIFSC) na reunido de 02/04/2019.

We certify that the proposal "Evaluation of optical techniques for decontamination of organs for transplantation in animal model”,
utilizing 60 Heterogenics rats (60 males), protocol number CEUA 8317070319, under the responsibility of José Dirceu Vollet
Filho and team; Yordania Matos Gdmez; Natalia Mayumi Inada; Cristina Kurachi - which involves the production, maintenance
andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata {except human beings), for scientific research
purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules
issued by the National Council for Contral of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on
Animal Use of the Physics Institute of S&o Carlos - Sho Paulo University (CEUAJIFSC) in the meeting of 04/02/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa [Académica)
Vigéncia da Proposta: de 042019 a 03/2022 Area: Grupo de Optica / Fem

Origerm: Nag aplicivel biotério
Espécie: Ratos heterogénicos sexo:  Machos idade: & al2 semanas N: 60
Linhagem: Wistar Peso: 300 a4004g

Local do experimento: Sala de Experimentacio Animal do Grupo de Optica
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