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RESUMO 

MATOS GÁMEZ, Y. Avaliação de técnicas ópticas para descontaminação de órgãos 

sólidos para transplantes em modelos in vitro e ex vivo. 2022. 122p. Tese (Doutorado em 

Ciências) - Instituto de Física de São Carlos, Universidade de São Paulo, São Carlos, 2022.  

 

A disponibilidade de órgãos é um fator limitante para o transplante, resultando em altas taxas 

de mortalidade de pacientes na lista de espera. A infecção de órgãos por microrganismos 

patogênicos é uma das causas de descarte de órgãos, devido ao alto risco de contaminação do 

receptor e os consequentes problemas associados. A radiação ultravioleta C e a Terapia 

Fotodinâmica são modalidades antimicrobianas estabelecidas para a inativação de 

microrganismos patogênicos, e quando combinada com a perfusão ex vivo do órgão pode se 

tornar uma alternativa para o tratamento de enxertos contaminados. Neste estudo, investigamos 

a viabilidade do uso da radiação UV-C e a Terapia Fotodinâmica para a descontaminação de 

órgão sólido em modelos in vitro e ex vivo associados à perfusão em um equipamento de 

perfusão renal. Diferentes modelos in vitro foram desenvolvidos simulando condições 

estruturais distintas de adesão bacteriana no interior do modelo e avaliando a contaminação 

bacteriana remanescente dos materiais, sendo utilizadas membranas metálicas e uma cerâmica 

porosa como superfícies para a contaminação bacteriana. A linhagem bacteriana 

Staphylococcus aureus foi utilizada nas formas planctônica e em biofilme. Nos modelos in vitro 

a radiação UV-C de 60 min e fluência 64,8 J/cm2 promoveu a inativação completa no perfusato 

circulante de 6 a 7 log (CFU/mL). No entanto, não houve a descontaminação dos materiais. A 

combinação da radiação UV-C com 500 mg de Oxacilina Sódica no perfusato não foi efetiva 

para alterar a aderência nem a viabilidade das células bacterianas nos materiais contaminados. 

A Terapia Fotodinâmica para a descontaminação do Custodiol® circulante com azul de metileno 

e 660 nm obteve inativação de apenas 1 log (CFU/mL) durante 4 h de irradiação (fluência de 

432 J/cm2). Novamente não foi observada descontaminação relevante dos materiais 

empregados. Finalmente, foi utilizado um modelo ex vivo de fígado de rato infectado, e os 

resultados também mostraram contaminação residual de órgãos e até mesmo uma diminuição 

da eficácia de inativação no perfusato. Os resultados mostram a viabilidade da utilização da 

radiação UV-C na inativação de S. aureus do meio circulante e a relevância do desenvolvimento 

de métodos alternativos para a desaderência bacteriana ou tratamento antimicrobiano in situ 

para melhorar a descontaminação de órgãos em combinação com o tratamento UVC do 

perfusato.  



  

Palavras-chave: Radiação UV-C. Terapia fotodinâmica. Inativação microbiana. Perfusão ex 

vivo. Descontaminação de fígado. 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

MATOS GÁMEZ, Y. Evaluation of optical techniques for decontamination of organs for 

transplantation in vitro and ex vivo models. 2022. 122p. Thesis (Doctor in Science) - São Carlos 
Institute of Physics, University of São Paulo, São 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/cm2 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/cm2). 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 INTRODUÇÃO 

 

O transplante é um procedimento cirúrgico eficaz para a falência de órgãos em estágio 

avançado, que consiste na reposição de um órgão (coração, pulmão, rim, pâncreas, fígado) ou 

tecido (medula óssea, ossos, córneas) de uma pessoa doente (receptor), por outro órgão ou 

tecido compatível de um doador vivo ou morto, com o intuito de devolver a funcionalidade do 

órgão e garantir a sobrevivência do receptor.  

Existem dois tipos de transplante: o transplante inter-vivos onde sua efetivação é 

possível apenas para alguns órgãos podendo ser doado um dos rins, parte do fígado, parte do 

pulmão e ainda parte da medula óssea; nesse caso, segundo a legislação, somente podem ser 

doadores parentes até o quarto grau e cônjuges, aqueles que não são parentes só podem fazer a 

doação com autorização judicial; e o transplante de doador falecido, aonde somente é 

considerado quando o doador recebe o diagnóstico de morte encefálica e o órgão alvo a ser 

doado fisiologicamente normal, além de contar com o consentimento dos familiares e do 

receptor.1 

O transplante de órgãos sólidos vem sendo considerado o tratamento de eleição para 

melhorar a qualidade de vida de pessoas que apresentam doenças crônicas de caráter 

irreversível que afetam rim, pâncreas, fígado, coração e pulmão. Na atualidade, a demanda de 

transplantes de órgãos sólidos no mundo tem um crescimento elevado devido ao aumento de 

doenças que causam a falência orgânica terminal.2 Entre as doenças mais comuns encontram-

se: insuficiência cardíaca terminal,3 enfermidade pulmonar obstrutiva crônica,4 cirrose hepática 

e fibrose hepática crônica,5 encefalopatia hepática, varizes esofágicas hemorrágicas, 

insuficiência hepática aguda, hepatites/necroses fulminantes, enfermidades malignas como o 

carcinoma hepatocelular, hepatoblasma, hemangioendotelioma, colangiocarcinoma,6 

esteatohepatite não-alcoólica (EHNA), cirroses alcoólica, hepatite C,7 insuficiência renal 

crônica, glomerulonefrite, enfermidade renal policística, malformações congênitas, lúpus,8 

entre outras. Nesses casos, o transplante de órgãos pode ser a única opção de tratamento para a 

sobrevivência do paciente. 

Segundo o Observatório Global sobre Doação e Transplante (GODT),9 em 2019 foram 

transplantados 153.863 órgãos sólidos, sendo 100.097 rins, 35.784 fígados, 8.722 corações, 

6.800 pulmões, 2.323 pâncreas e 137 intestinos. No entanto, estes números correspondem a 

apenas cerca de 10% das necessidades globais.9 Dados fornecidos pela Associação Brasileira 

de Transplante de Órgãos (ABTO) mostram que até dezembro de 2020, 43.642 pacientes ativos 

foram reportados na lista de espera para transplante de órgãos no Brasil, sendo São Paulo a 
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cidade com o maior número de pacientes registados (18.891).10 No Brasil, 26.862 pacientes 

estão à espera de uma doação de rim, e 1.031 para doação de fígado, representando 61,6% e 

2,4%, respectivamente, do total de órgãos sólidos.10  

O fígado representa um dos principais órgãos sólidos transplantados. A preservação 

dinâmica é realizada através da perfusão ex vivo,11 permitindo que a viabilidade de transplante 

seja avaliada numa base contínua e os órgãos marginais sejam preservados para transplante. O 

efeito cumulativo desses benefícios inclui a expansão da reserva de doadores, menor risco de 

não funcionamento primário e extensão do período de preservação seguro.  

A máquina de perfusão hepática ex vivo ainda está em fase de estudo clínico para 

transplante de fígado,12 sendo implementada atualmente na prática clínica de diversos centros 

transplantadores da Europa em projetos de pesquisa.13-14  

Há vários aspectos que tornam o transplante de órgãos um processo desafiador tanto 

para o doador como para o receptor. Entre eles estão longas listas de espera, infecções, 

incompatibilidade entre doador e receptor,15-16 etc., sendo a disponibilidade de órgãos um dos 

principais limitantes, levando ao aumento da taxa de mortalidade dos pacientes registrados na 

lista de espera.17  

A escassez de órgãos levou a muitos programas de transplantes ampliar seus critérios 

de aceitação de doadores. O uso de enxertos marginais ou limítrofes tem sido uma solução que 

proporciona uma expansão imediata do número de órgãos para transplantes.18 

A colonização ou infecção por microrganismos apresenta mais um desafio para o 

transplante de órgãos. Quando o órgão do doador está potencialmente infectado com 

microrganismos patogênicos, ele é geralmente descartado, diminuindo assim o número de 

órgãos disponíveis nas redes de transplante.19 Adicionalmente, a resistência antimicrobiana e 

os microrganismos multirresistentes (multi-drug resistant, MDR), particularmente presentes em 

ambientes hospitalares, tornam o desenvolvimento de métodos alternativos ao uso de 

antibióticos para a descontaminação de órgãos de grande relevância e urgência. Exemplos que 

podem ser citados de microrganismos de interesse para a resistência antimicrobiana são: 

Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) e S. aureus resistente à 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 gerações de antibióticos capazes de combater as 

superbactérias está muito longe de ser uma realidade. Assim, a melhor alternativa é minimizar 
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o uso indiscriminado de antibióticos, utilizando-os apenas em situações extremas, juntamente 

com a procura de tratamentos alternativos. 

Uma das alternativas com efeito germicida é a irradiação ultravioleta C (UV-C), dada a 

capacidade desta técnica para inativar microrganismos sem necessidade de sustâncias químicas.        

Utilizado fluência 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,25-26 além de um mecanismo de inativação direta, principalmente através da 

destruição da parede celular e da membrana.27 A elevada energia UV-C do fóton induz danos 

em todas as biomoléculas, principalmente em lipídeos, proteínas, ácidos nucleicos, resultando 

em ação sobre alvo biológico não específico. Tal utilização tem-se revelado cada vez mais 

eficaz no tratamento de água;28-34 na desinfecção de alimentos35-41 e superfícies.42-44 

A radiação ultravioleta-C pode tornar-se uma alternativa para o tratamento de enxertos 

contaminados quando combinada com a perfusão ex vivo do órgão. A irradiação UV-C é 

realizada apenas no perfusato, sem irradiação direta do tecido, evitando assim qualquer dano 

direto ao órgão.45 Estudos já comprovaram que a perfusão ex vivo do órgão melhora as 

condições metabólicas do enxerto e o sucesso do transplante, incluindo uma diminuição da 

carga de microrganismos do órgão.46-59 O desenvolvimento instrumental e do protocolo de 

irradiação UV-C associado à máquina de perfusão ex vivo de pulmão e rim foi reportado 

recentemente pelo nosso grupo. 60-62 

Outra técnica muito bem conhecida usada na inativação de microrganismos patogênicos 

é a terapia fotodinâmica (TFD) ou também chamada inativação fotodinâmica (IFD) ou terapia 

fotodinâmica antimicrobiana (TFDa) nos estudos que visam o controle microbiológico. Esta 

técnica envolve o uso de um fotossensibilizador (FS) que quando é ativado por luz no 

comprimento de onda específico e na presença de oxigênio molecular é capaz de interagir com 

outras moléculas presentes no meio, gerando espécies reativas de oxigênio (EROs), as quais 

são as principais responsáveis por induzir a morte de microrganismos e células tumorais.63-64 A 

aplicação desta técnica obteve ótimos resultados na destruição de células tumorais de diversos 

tipos, preservando os tecidos sadios,63-64 no tratamento de infecções microbianas de diferentes 

naturezas como candidíase oral,65-66 feridas contaminadas67-68 e micoses de unhas,69 

demonstrando ser um método promissor no controle de agentes patógenos.  

O principal objetivo do trabalho é verificar através do desenvolvimento de testes in vitro 

e ex vivo, a viabilidade do uso de técnicas ópticas para a eliminação ou redução de S. aureus no 

perfusato e avaliar a carga bacteriana remanescente em dois tipos de materiais diferentes, 

simulando condições distintas de adesão de bactérias/materiais e barreiras mecânicas e no 
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fígado ex vivo. A abordagem da radiação UV-C e a inativação fotodinâmica (IFD) serão 

descritas detalhadamente nas seções subsequentes. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Fígado - anatomia, fisiologia e função 

O fígado é um órgão triangular que se estende ao longo da cavidade abdominal abaixo 

do diafragma, constituído por tecidos moles marrom-rosados, encapsulados por tecido 

conjuntivo. 70 É a maior glândula do corpo responsável por aproximadamente 2,5% do total de 

peso corporal (cerca de 1500 g no adulto).70 

Encontra-se dividido em dois lobos: direito e esquerdo, que são separados anteriormente 

pela linha de inserção do ligamento falciforme, posteriormente pela fissura do ligamento venoso 

e inferiormente pela fissura do ligamento redondo.71 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 hepática esquerda para a veia cava inferior. 72 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 fígado e se une ao ramo esquerdo da veia porta. 72 Pequenas veias que acompanham 

ao fundo conectam a veia porta às veias ao redor do umbigo que ficam ingurgitadas quando a 

pressão venosa portal aumenta. 72 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).72 

Funcionalmente o fígado pode ser dividido em quatro setores e oito segmentos que 

correspondem ao suprimento sanguíneo e drenagem biliar.73 A unidade funcional básica do 

fígado é o lóbulo hepático, estrutura cilíndrica de 0,8 a 2 mm de diâmetro, constituído 

principalmente por numerosas placas hepatocelulares, cada uma tem uma espessura geralmente 

formada por duas células, e entre as células adjacentes encontram-se pequenos canalículos 

biliares que desaguam nos dutos biliares nos septos fibrosos que separam os lóbulos hepáticos 

adjacentes.74 

As funções básicas do fígado podem ser divididas em: funções vasculares para 

armazenamento e filtração do sangue; funções metabólicas relacionadas com a maioria dos 

sistemas metabólicos do organismo e funções secretoras e excretoras responsáveis pela 

formação de bile que flui pelos dutos biliares para o trato gastrointestinal.74 O fígado, além de 

secretar a bile necessária para a absorção das gorduras dietéticas, realiza outras funções vitais 

de muita importância entre as que se encontram: o metabolismo dos carboidratos, lipídios e 

proteínas, processamento de fármacos e hormônios, excreção de bilirrubina e sínteses dos sais 

biliares.74 O fígado é o local principal de armazenamento, não só do glicogênio, se não também 
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para determinadas vitaminas (A, B12, D, E e K) e minerais (ferro e cobre) que são liberados 

pelo fígado quando são necessários em outras partes do corpo. 74 Além disso, se encarrega da 

fagocitose de eritrócitos envelhecidos, leucócitos e algumas bactérias assim como na síntese da 

forma ativa da vitamina D.72 

 

 

 

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

Fonte: Adaptada de SOBOTTA.75 

 

2.2 Perfusão de fígado - máquina de perfusão hepática ex situ 

 

A utilização da máquina de perfusão ainda está em fase de investigação para transplante 

de fígado em humanos. Contudo, já existem estudos avaliando a viabilidade técnica desses 

novos protocolos, tendo sido realizado em 2009 o primeiro ensaio clínico de transplante de 

fígado submetido à máquina de perfusão hipotérmica (MPH). Antes disso, o transplante bem-

sucedido de fígados preservados com MPH só havia sido relatado em modelos animais.76 Esse 

estudo abriu as portas para o delineamento de outros ensaios clínicos envolvendo máquinas 

normotérmicas e subnormotérmicas, todos atestando os benefícios que a perfusão ex vivo 

proporciona aos órgãos e, consequentemente, aos pacientes.77-82 

No transplante de fígado para doadores com morte encefálica, o órgão passa por um 

período de preservação estática no gelo para ser transportado (end-ischaemic) até o centro 
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transplantador (ex vivo).83 Após preparo do órgão e inserção das cânulas vasculares e biliares 

inicia a perfusão do órgão, submetendo-o à preservação dinâmica com o líquido de preservação 

mantido a 37° C quando a perfusão hepática homotérmica ou aproximadamente a 10° C na 

perfusão hepática hipotérmica84 Desta forma, o órgão a ser transplantado recebe o fluxo 

continuo de solução oxigenada por meio da vasculatura,85 melhorando assim a preservação da 

microcirculação hepática, incorporando nutrientes e oxigênio para o metabolismo celular e 

remove os resíduos metabólicos tóxicos,84 limitando o dano isquêmico aos órgãos dos doadores 

permitindo seu recondicionamento antes do transplante beneficiando aos órgãos com qualidade 

limítrofe.86 Outras modalidades de perfusão como a subnormotérmica e as combinações de 

técnicas de perfusão tiveram os primeiros estudos pré-clínicos e clínicos publicados.87-89  

O desenvolvimento de máquinas viáveis e práticas para perfusão de fígados humanos já 

está se tornando realidade e representa o futuro do transplante de fígado; espera-se que mais 

modelos e protocolos sejam testados nos próximos anos e passem a ter utilização clínica 

rotineira. 

O Custodiol® ou Histidine-Tryptophan Ketoglutarate (HTK) é a solução de perfusão 

de caráter intracelular clinicamente aprovada para lavagem e preservação utilizada para 

diferentes órgãos sólidos, como coração, fígado, rins, pâncreas e pulmões submetidos à HMP. 

90 A solução está composta por histidina, triptofano, alfacetoglutarato, manitol e baixas 

concentrações de sódio, cálcio e potássio. 90 A preservação do órgão ocorre devido à redução 

máxima do metabolismo através da ação celular, contando com um agente tamponador 

altamente concentrado que promove o equilíbrio entre as concentrações intra- e extracelulares 

de sódio favorecendo assim, a melhor tolerância destes órgãos à isquemia prolongada, bem 

como para órgãos marginais. 90 Devido à sua alta tolerância sistêmica, pode ser usada em todo 

tipo de procedimentos cirúrgicos, como cirurgias do coração, ressecção tumoral de rins e 

doação de enxertos hepáticos, motivo pelo qual foi escolhida.90  

 

2.3 Staphylococcus aureus 

 A cepa bacteriana escolhida para este estudo foi o S. aureus, um patógeno humano 

importante que causa várias infecções que vão desde infecções simples à mais graves e letais, 

e é considerado uma das espécies de maior interesse médico porque é o principal agente 

etiológico da bacteremia em todo o mundo.91-96 
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S. aureus é uma bactéria Gram-positiva que pertence ao gênero Staphylococcus e à 

família Micrococcaceae possuindo forma de cocos distinguida pela sua pigmentação ouro, com 

um diâmetro aproximado de 0,5 a 1,5 μm, caracterizam-se por serem microrganismos não 

esporulados, não encapsulados e anaeróbios facultativos.97-99 Podem apresentar diversos 

arranjos que vão desde isolados, aos pares, em cadeias curtas, aglomeradas ou agrupadas 

irregularmente (com aspecto semelhante a um cacho de uvas) devido a sua divisão celular que 

ocorre em diversos planos. 100 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 indivíduos saudáveis.101 Normalmente não causa infecção 

na pele saudável; no entanto, caso ocorra a entrada na corrente sanguínea ou nos tecidos 

internos, essas bactérias podem causar uma variedade de infecções potencialmente graves.102-

103 A transmissão é normalmente a partir do contato direto, entretanto, algumas infecções 

envolvem outros métodos de transmissão.104 

O S. aureus é um importante patógeno bacteriano humano que causa uma grande 

variedade de manifestações clínicas.105-106 As infecções são comuns tanto em ambientes 

comunitários quanto hospitalares e o tratamento continua sendo um desafio devido ao 

surgimento de cepas multirresistentes como o MRSA.107-109     

 

2.4 Radiação ultravioleta C 

Os raios UV são radiações emitidas pelo sol e compreendem de 3% a 5% de toda 

radiação solar que chega à superfície terrestre.110 A radiação UV solar que atinge a superfície 

terrestre contém comprimentos de onda de 290-380 nm, dos quais uma quantidade considerável 

está na UVA. O limite superior do comprimento de onda do UV é onde começa a visão humana 

(380 nm) e o limite inferior do comprimento de onda é de 10 nm; assim, todo o UV é invisível 

para os seres humanos.110 A radiação ultravioleta UV (100 a 400 nm), encontra-se dividida em 

três regiões espectrais que incluem: UV-C (200 a 280 nm), UV-B (280 a 315 nm), UV-A (315 

a 400 nm)111-112 como se mostra na Figura 2.  
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Figura 2 -  Imagem ilustrativa do espectro eletromagnético da luz ultravioleta e mecanismo de ação da radiação 

ultravioleta C UV-C: dimerização da timina e efeito mutagênico da radiação ultravioleta no material 

genético. 

Fonte: Adaptada de Google imagens 

 

Dependendo do comprimento de onda, da intensidade e da duração da iluminação, 

distintos serão os efeitos biológicos produzidos pela irradiação UV. A faixa germicida ótima 

para a inativação de microrganismos é a UV-C, pois é absorbida pelo material genético das 

bactérias, fungos e vírus, tornando-os incapazes de se replicar e de causar doenças113 (Figura 3).  
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Figura 3 -  Imagem do desenho esquemático do grau de dano causado pela irradiação UV aos agentes patogênicos 

(bactérias, parasitas, vírus) e às proteínas nos diferentes comprimentos de onda. 

Fonte: CORREA. 114 

 

O processo de destruição inicia quando os microrganismos são expostos à radiação, 

devido aos danos causados ao material genético das células, sendo a principal causa da morte 

celular.115 O material genético é constituído pelos ácidos nucléicos DNA/RNA, que são 

formados por nucleotídeos, os quais, por sua vez, são constituídos por um radical fosfato, por 

um açúcar (pentose: ribose e desoxirribose) e por uma base nitrogenada (purinas: adenina e 

guanina; pirimidinas: timina, citosina e uracila).115 Quando a radiação UV penetra através das 

células é absorbida pelas purinas e pirimidinas do DNA/RNA, que entram em um estado mais 

reativo, formando dímeros de pirimidina.115 A dimerização da timina (Figura 2) é o principal 

efeito mutagênico da radiação UV, que acontece quando se ligam duas timinas próximas de 

uma mesma fita de DNA/RNA prejudicando a estrutura do material genético.115 Esse 

reordenamento na informação genética gera uma nova configuração que não é conhecida pelas 

células e bloqueia a replicação do DNA/RNA.115 A consequência desse processo constitui em 

morte celular, sendo este o dano fotoquímico mais frequente que interfere na capacidade de 

replicação dos microrganismos após do contato com a radiação UV.115 

Além do efeito antimicrobiano produzido pela irradiação UV-C quando são perturbadas 

as moléculas de DNA ou RNA do alvo,115 existe um mecanismo de inativação direta através da 
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perturbação da parede celular e da membrana27 induzido pela elevada energia UV-C do fóton 

provocando danos nas biomoléculas principalmente em lipídeos, proteínas, ácidos nucleicos, 

resultando num alvo biológico não específico. 

Para estudos que envolvem o uso de luz ultravioleta, é possível utilizar lâmpadas com 

diferentes perfis de emissão. As lâmpadas do tipo ultravioleta emitem luz na região que 

compreende 100-350 nm, com emissão preferencial entre 100-280 nm, com emissão 

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

Fonte: Elaborada pela autora 

 

2.5 Terapia fotodinâmica antimicrobiana 

 

Relata-se em textos antigos que desde tempos da pré-história diversas culturas como a 

egípcia, chinesa, hindu e grega usavam a exposição à luz solar como agente terapêutico para 

tratar doenças de pele como feridas, vitiligo e psoríase.116 Na Grécia antiga numa cidade 

chamada Heliópolis, conhecida como a cidade do Sol, existia inumeráveis templos de cura pela 

luz onde se praticava a terapia solar através de suas componentes espectrais.116-117 Os antigos 

egípcios desenvolveram a base da cromoterapia para tratar doenças físicas, mentais e 
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emocionais valendo-se das qualidades terapêuticas da luz, partindo desde o fato de que a cor 

vermelha estimula e a cor azul relaxa e revigora.116-118  

Em 1900 Raab fez o primeiro relato científico da associação da luz com uma molécula 

fotossensível, quando expôs uma cultura de Paramecium caudatum contendo acridina à luz 

branca e constatando que a acridina vermelha, na presença de luz, era capaz de causar sua 

morte.119 Sendo que, com a observação da fluorescência, postulou que a citotoxicidade era 

causada pela transferência de energia da luz para a molécula fotossensível, a qual era capaz de 

converter os produtos da fluorescência em atividade tóxica para células, similar ao processo de 

fotossínteses pelas plantas após da absorção da luz pela clorofila.119 

Nesse mesmo ano, o neurologista francês Jean Prime fez o primeiro relato sobre o efeito 

da associação de luz e fotossensibilizador (FS) em humanos. Relatou a indução da dermatite 

quando a eosina é administrada por via oral em paciente com epilepsia e este se expõe à luz 

solar.120 Embora, não foi até 1903, que foi outorgado o Prêmio Nobel em Física ao dinamarquês 

Niels Finsen pelo uso da fototerapia com luz ultravioleta para tratamento de tuberculose 

cutânea.121  

Apesar dos resultados obtidos na aplicação da TFD no tratamento de infecções 

microbianas, o uso dessa técnica perdeu força com o desenvolvimento das penicilinas,122-123 

passando a um segundo plano as descobertas de Raab. No entanto, com o desencadeamento de 

cepas microbianas resistentes aos antibióticos, foi necessária a utilização de novas técnicas para 

a inativação microbiana, retomando assim o uso da TFD como alternativa para a inativação de 

bactérias Gram positiva e Gram negativa, fungos e vírus.124-126 

O mecanismo de ação da Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana (TFDa) ou também 

nomeada Inativação Fotodinâmica (IFD), empregada para o controle e inativação de 

microrganismos, combina o uso três elementos: o FS, a luz no comprimento de onda adequado 

para ativação do FS, e o oxigênio (O2) presente no meio.127 A ação conjunta desses elementos 

promove a geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) como o os radicais livres (tipo 1) 

e o oxigênio singleto (tipo 2), capazes de induzir a morte das células.128-130 Os processos físico-

químicos e mecanismo de ação envolvidos na TFDa são apresentados na Figura 5. 
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Figura 5 - Representação esquemática do mecanismo de ação da TFDa por meio do diagrama de Jablonski. 

Fonte: Adaptada de WAINWRIGHT. 131 

 

Quando a molécula do FS está em equilíbrio termodinâmico, encontra-se no estado 

fundamental singleto (S0). Ao absorver um fóton de luz incidente de comprimento de onda 

adequado, a molécula sofre uma transição para estados singletos excitados (Sn) e voltar para o 

estado excitado de menor energia (S1). O retorno de S1 para S0 pode acontecer por dois 

processos: a molécula de FS pode decair diretamente ao estado fundamental perdendo energia 

pela emissão de um fóton, ou seja, emitindo luz, processo chamado fluorescência; ou por 

processo não-radiativo, a relaxação vibracional com geração 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 inversão de spin eletrônico.116 Neste estado tripleto, a molécula 

pode decair para o estado fundamental emitindo fosforescência, processo que envolve a 

transição entre os estados tripleto e singleto fundamental (T1 → S0) ou pode ainda sofrer duas 

reações distintas: 

A) Ocorre através da transferência de elétron ou hidrogênio entre o FS no estado tripleto 

excitado e moléculas vizinhas ou estruturas biológicas gerando radicais livres que por 

sua vez reagem com o oxigênio em estado fundamental produzindo as EROs. Entre as 

EROs produzidas estão o ânion superóxido, o radical hidroxila e o peróxido de 

hidrogênio. Esse processo é denominado reação do tipo 1.116 
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B) Ocorre através da transferência de energia do FS no estado tripleto excitado para o 

oxigênio molecular (3O2) presente no microambiente, gerando oxigênio singleto (1O2) 

agente altamente reativo capaz de oxidar biomoléculas. Processo chamado de reação 

tipo 2.116-117, 132-133 

Durante a TFDa podem acontecer os dois tipos de reações simultaneamente, o que 

define a proporção em que elas vão acontecer é influenciada pelo FS utilizado, do substrato, da 

concentração de oxigênio presente e da afinidade do FS com o substrato.127,134 Em ambos os 

mecanismos o produto fotodinâmico gerado (tanto as EROs originadas nas reações tipo 1 

quanto o oxigênio singleto originado nas reações tipo 2) são responsáveis pela morte celular.134 

Para obter resultados satisfatórios na TFD é necessário que o FS cumpra com algumas 

propriedades que fazem dele o FS ideal.135 Dentre essas características fotofísicas e 

fotoquímicas encontram-se: alta solubilidade, estável em solução aquosa a pH fisiológico, alta 

absorção nos comprimentos de 600 a 850 nm, seletivo, alta eficiência quântica para produzir 

oxigênio singleto e/ou EROs, ausência de efeitos mutagênicos e carcinogênicos, ter baixa 

toxicidade no escuro e a níveis terapêuticos e ser metabolizado rapidamente.132-133, 136 
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3 MOTIVAÇÃO  

 

Brasil é referência na área de transplantes, sendo o segundo país maior transplantador 

de órgãos no mundo.137 Atualmente, o maior limitante para a redução das listas de espera do 

transplante é a escassez de órgãos. O principal fator que contribui negativamente à 

disponibilidade de órgãos é que muitos dos enxertos são descartados devido à contaminação 

por microrganismos patógenos que, na maioria dos casos, são resistentes aos antibióticos e 

resulta impossível serem eliminados com antibióticos, trazendo como consequência o aumento 

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

Conhecendo a eficácia e segurança das técnicas de perfusão para rins53-56 e fígados138-

140 no mundo inteiro, a conjugação da radiação 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 diminuição do número de mortes de pacientes da lista de espera.  

Estudos recentes demonstraram a eficácia da utilização da irradiação UV-C durante a 

perfusão pulmonar ex vivo (EVLP) para a inativação do vírus da hepatite C (HCV).60-61 O 

primeiro estudo foi o desenvolvimento e validação do método num estudo pré-clínico em 

suínos, com o doador positivo para HCV e o receptor negativo onde a irradiação UV-C e a TFD 

com azul de metileno foram investigadas como métodos de inativação durante o EVLP.60 No 

estudo foi observada redução da carga de HCV em ambas as terapias fotônicas com maior 

redução no perfusato, diminuição da resposta no pulmão doador e não foram observadas 

diferenças estruturais nem metabólicas relevantes nos grupos tratados em comparação com 

apenas o EVLP.60 O método UV-C foi investigado em um ensaio clínico que demonstrou o 

mesmo resultado de diminuição da carga de HCV nos pulmões do doador, atrasando o 

estabelecimento da infecção no receptor e reduzindo o ciclo do medicamento antiviral. 61 Os 

autores também relatam a segurança do procedimento fotônico, sem alterações da fisiologia 

pulmonar após o transplante.61 

Em outro estudo realizado recentemente, Goenaga-Mafud et al. descreveram a eficácia 

do UV-C combinado com um dispositivo de perfusão ex vivo do rim para a inativação do S. 

aureus em modelos in vitro e ex vivo.62 A redução bacteriana no perfusato circulante, utilizando 

o modelo in vitro, resultou em até 5 log de redução das células bacterianas em comparação com 

a perfusão sem UV-C. 62 Para o modelo de rim suíno ex vivo, a redução bacteriana foi de 4 log, 
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mostrando o desafio de alcançar uma maior redução bacteriana no perfusato quando há um foco 

de infecção não tratada, atuando como uma fonte bacteriana ativa. 62 

 O desenvolvimento de tecnologias na área do transplante de órgãos sólidos busca o 

aprimoramento dos procedimentos visando o aumento da qualidade do enxerto, as máquinas de 

perfusão ex vivo são um exemplo. A manutenção do órgão com perfusão dinâmica do líquido 

de preservação já comprovadamente melhora as condições celulares e teciduais, minimizando 

os efeitos causados pela ausência da circulação sanguínea (colocar referência).  A contaminação 

microbiana do enxerto é outro fator limitante no transplante e vem se tornando um tópico de 

ainda mais interesse em decorrência da resistência antimicrobiana. Alguns estudos já 

demonstraram a efetividade de tecnologias fotônicas, UV-C e terapia fotodinâmica 

antimicrobiana, associadas a perfusão ex vivo de pulmão HCV positivo. Mais recentemente, a 

irradiação UV-C também demonstrou o potencial para a inativação de S. aureus no perfusato 

em máquina de perfusão renal. No entanto, os três estudos apontam a ineficácia na 

descontaminação do órgão por não haver o tratamento direto do órgão e a pobre ação na 

liberação dos vírus e das células bacterianas presentes nos tecidos. Desta forma, o presente 

estudo avaliou em diferentes modelos in vitro e em um modelo ex vivo de fígado de rato o efeito 

da perfusão e dos métodos fotônicos na contaminação remanescente no foco ativo.  
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral 

• Avaliar a viabilidade do uso da Radiação Ultravioleta C e Terapia Fotodinâmica 

para a descontaminação do perfusato e do foco ativo infectado em modelos in vitro 

e in vivo, com diferentes condições de aderência bacteriana, irradiando o liquido 

circulante no processo de perfusão ex vivo do órgão. 

 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

• Avaliar a viabilidade do uso da Radiação Ultravioleta C e da Terapia Fotodinâmica 

associados à perfusão em modelos in vitro na inativação de Staphylococcus aureus 

em membranas metálicas com contaminação da bactéria em suspensão ou em 

colônias. 

 

• Avaliar a eficiência da radiação UV-C (254 nm) na inativação de S. aureus no 

modelo in vitro de circulação em esponja Luffa cylindrica com peças cerâmicas 

contaminadas com S. aureus em suspensão. 

 

• Avaliar a combinação da radiação UV-C e oxacilina na inativação de S aureus no 

modelo in vitro de circulação em membranas metálicas. 

 

• Avaliar a eficiência da radiação UV-C na inativação de S. aureus no perfusato e na 

carga bacteriana residual no modelo ex vivo de fígado de ratos Wistar. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS - EXPERIMENTOS IN VITRO 

 

        Este capítulo tem a função de descrever os materiais e métodos que serão comuns aos 

capítulos que descrevem os diferentes experimentos apresentados nesta tese. Nele, serão 

descritos os componentes do sistema utilizado para a descontaminação bacteriana simulando a 

perfusão do órgão ex vivo: o módulo de irradiação, a câmara de filtragem que simula o órgão 

assim como as técnicas de obtenção do inoculo e contaminação dos materiais utilizados para a 

simulação de tecidos que se encontram dentro do órgão, comuns aos capítulos 6, 7, 8 e 9. Outros 

materiais e métodos, mais específicos a um experimento em particular, estão descritos nos 

respectivos capítulos. 

        O sistema utilizado para a descontaminação bacteriana simulando a perfusão ex vivo do 

órgão está constituído por vários dispositivos: uma fonte de irradiação UV-C para a inativação 

dos microrganismos que se encontram no meio circulante; uma bomba peristáltica encarregada 

de manter a circulação do líquido por todo o sistema; e uma câmara de filtragem unidirecional 

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

 

 

 

Figura 6 -  Imagem ilustrativa dos componentes do sistema utilizado para a inativação bacteriana simulando a 

perfusão ex vivo do órgão: a: Fonte de irradiação de luz UV-C; b: Bomba peristáltica; c: Câmara de 

filtragem. 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

 



46 

 

  

5.1 Módulo de irradiação UV-C  

A fonte de irradiação usada é um equipamento desenvolvido pelo Laboratório de Apoio 

Tecnológico (LAT)60,62 do Instituto de Física de São Carlos da Universidade de São Paulo. O 

dispositivo para irradiação dos fluidos é composto por um compartimento metálico, equipado 

com quatro lâmpadas tubulares de radiação UV-C. Cada uma das lâmpadas tem uma irradiância 

de 4,5 mW/cm2 emitindo no total 18 mW/cm2, com emissão centrada no comprimento de onda 

de 254 nm, dispostas em um arranjo circular. O circuito circulante é composto por tubos de 

silicone e uma bomba peristáltica (WP10, Welco, Japão) com capacidade de circulação de fluxo 

de 200 mL/min. Os tubos conectam a bomba à câmara de filtragem que vai conter o material 

contaminado e ao tubo de quartzo de 12 cm de comprimento e 0,8 cm de diâmetro interno que 

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

 

5.2 Câmara de Filtragem Unidirecional 

Para simular um órgão e algumas das barreiras físicas que podem se encontrar nele 

quando é perfundido, foi desenvolvido um dispositivo metálico cilíndrico constituído por uma 

câmara de filtragem unidirecional (Figura 7). A câmara foi utilizada para desenvolver vários 

modelos de contaminação dependendo do material e disposição no seu interior. 

Para a primeira configuração utilizada, um filtro de tecido de aço inoxidável no formato 

de disco, com 10,6 cm de diâmetro e tamanho de poro de 5 µm (BT Metal, Estados Unidos) foi 

seccionado em três filtros circulares menores, com 3,7 cm de diâmetro, e adaptado em cada 

segmento da câmara. Estes discos menores foram colocados a 2,5 cm de distância um do outro. 

Na outra configuração, a câmara foi preenchida com uma esponja vegetal contendo peça de 

cerâmica (2,0 x 0,5 x 0,5 cm). Os diferentes materiais atuaram como retenção e fonte celular 

do S. aureus nos diferentes modelos desenvolvidos. 
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Figura 7 - Imagem ilustrativa da câmara de filtragem unidirecional (painel A) e materiais utilizados para fornecer 

barreiras físicas e retenção bacteriana (painel B).  Painel A: partes da câmara de filtragem: os elementos 

a, b, c, d são segmentos de aço inoxidável; e, f são conectores rápidos para conectar os tubos de silicone; 

g, h, i apontam anéis onde são colocadas membranas e anéis de borracha vulcanizada que unem os 

segmentos e são ajustados por abraçadeiras. Painel B: câmara de filtragem contendo membrana e 

esponja vegetal com peça cerâmica: a indica a membrana; b indica a bucha vegetal contendo a peça 

cerâmica; e c indica a peça cerâmica. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

A câmara é feita de aço inoxidável 304, seccionada em três segmentos expansíveis 

idênticos unidos por uma abraçadeira e um flange tipo KF (padrão para sistemas de baixo 

vácuo) e adaptada para este uso específico. Os segmentos em cada extremidade (direita e 

esquerda) possuem orifícios nos quais os conectores são adaptados e conectados à tubulação 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 único sentido, 

sendo que dentro das câmaras ocorre pequeno acúmulo da solução a ser filtrada por segmento. 

As membranas e outros tipos de materiais, como a esponja vegetal podem ser montadas em 

distâncias ajustáveis e em diferentes especificações de filtragem, uma vez que cada segmento é 

independente e as membranas não são de fixação permanente. Dessa forma, diferentes 

condições de filtragem podem ser simuladas.  
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5.3 Obtenção do inóculo de S. aureus ATCC25293 

  

5.3.1 Obtenção das colônias de S. aureus ATCC25293 

 

 

A cepa de S. aureus ATCC25293 foi reativada através da aplicação do método de 

propagação na placa. Uma alíquota de 10 µL 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 alça de inoculação. A placa foi colocada na estufa DBO (Electrolab®, modelo EL 

101/3, Brasil) submetida a uma temperatura de 37 ºC por 48 horas. Após desse tempo de 

incubação foram obtidas colônias de S. aureus a partir das quais foi obtido o inóculo planctônico 

e as utilizadas nos testes aonde foram esfregadas nas membranas. 

 

5.3.2 Obtenção do inóculo planctônico de S. aureus ATCC25293 

 

Para a obtenção do inóculo com as células planctônicas reativou-se a cepa de S. aureus 

ATCC25293 como descrito na seção 5.3.1. Oito colônias da bactéria foram transferidas para 

um tubo tipo Falcon contendo 10 mL de Ágar BHI líquido que foi colocado na incubadora tipo 

shaker SL-22 (SOLAB, Brasil) mantido sob agitação a 150 rpm por 18 horas a 37 ºC. Passado 

esse tempo de incubação, preparou-se o inóculo em BHI líquido na proporção 1:10 (volume), 

levou-se novamente para a incubadora tipo shaker SL-22 por mais 4 horas. Posteriormente, foi 

medida a absorbância da suspensão no espectrofotômetro Cary 50 (Varian, Estados Unidos) no 

comprimento de onda em 600 nm e uma alíquota de 400 μL da solução foi plaqueada em 

triplicata em cinco diluições. Na sequência, o tubo Falcon contendo o inóculo foi colocado na 

centrífuga a 3.000 rpm por 10 minutos, para a separação das bactérias do BHI. O líquido 

sobrenadante foi descartado e adicionado PBS no mesmo volume de BHI (sobrenadante), sendo 

repetida a centrifugação duas vezes. O granulado de célula final foi suspenso em PBS a uma 

densidade óptica de 0,3 correspondente a 6 log UFC/mL, verificada a 600 nm no espectrômetro. 
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5.4 Contaminação das membranas e da peça de cerâmica 

 

5.4.1 Contaminação das membranas 

 

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

planctônicas de S. aureus e a outra com as colônias da bactéria. 

Membranas contaminadas com bactérias planctônicas (MP) 

Após o inóculo planctônico bacteriano estar pronto para uso (previamente preparado 

como descrito na seção 5.3.2, três membranas de 3,7 cm de diâmetro foram contaminadas 

adicionando 0,2 mL do inóculo na concentração de 6 log UFC/mL em cada uma delas e 

inseridas na câmara de filtragem. 

Membranas contaminadas com colônias da bactéria (MC) 

Ao serem obtidas as colônias da bactéria S. aureus como descrito na seção 5.3.1, cinco 

colônias foram coletadas com uma alça de inoculação e esfregadas em cada uma das três 

membranas utilizadas no teste. Feita a contaminação, as membranas foram introduzidas na 

câmara de filtragem para o posterior desenvolvimento do teste. 

 

5.4.2 Contaminação das peças de cerâmica 

 

As peças de cerâmica utilizadas foram contaminadas mergulhando-as por 30 min no 

PBS que continha o pellet celular na concentração 6 log UFC/mL obtido como descrito na seção 

5.3.2. Após esse tempo, as peças de cerâmica foram inseridas dentro da esponja vegetal e o 

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

 

Os testes de inativação bacteriana in vitro foram desenvolvidos utilizando o mesmo 

procedimento de irradiação associado à perfusão e o mesmo método de análise microbiana, as 

modificações na metodologia foram o material contaminado no interior da câmara de filtragem, 

a técnica de contaminação deles, o liquido circulante ou a fonte de irradiação dependendo do 

teste a ser executado.  

 

5.5.1 Teste de inativação usando câmara de filtragem com membranas e peça de cerâmica 

contaminadas com S. aureus  

 

As membranas e peças de cerâmica foram contaminadas como descrito nas seções 5.4.1 

e 5.4.2 (dependendo do teste) e posicionadas na câmara 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 solução. O experimento foi 

realizado em duas partes: sem irradiação (grupo de controle) e com as lâmpadas UV-C ligadas 

(grupo irradiado), com um tempo total de perfusão 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. Após a coleta de cada amostra, foi feita uma diluição seriada 

10-5, e na sequencia foi feito o plaqueamento em triplicata, espalhando as diluições em placas 

de Petri com meio BHI ágar as quais foram incubadas durante 24 horas a 37 ºC. Após desse 

tempo foi realizada a quantificação das UFC/mL, resultado que foi processado e graficado. Os 

experimentos foram repetidos em três ocasiões. 
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Figura 8 -  Esquema descritivo do processo de inativação bacteriana com radiação ultravioleta-C simulando a 

perfusão no modelo experimental utilizado: a: Fonte de irradiação de luz UV-C; b: Bomba peristáltica 

WP10; c: Câmara de filtragem; d: tubo de quartzo aonde é irradiado o liquido circulante contaminado; 

e: membrana com poros de 5µm; e: esponja vegetal com os fragmentos de cerâmica. O sistema contém 

tubos de silicone que conectam cada um dos componentes permitindo a circulação do líquido bombeado 

pela bomba peristáltica mantendo um fluxo continuo de 200 mL/min. 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

5.5.2 Remanescente bacteriano após do processo de tratamento 

 

Com o intuito de saber a remanescente de bactérias nas membranas após a perfusão com 

ou sem irradiação, as três membranas contaminadas foram removidas da câmara de filtragem e 

inseridas cada uma em um béquer contendo 3 mL de PBS. Os béqueres foram colocados em 

banho ultrassônico (Maxsonic D-40XAE, CTA do Brasil) por 20 minutos a temperatura de 25 

ºC e frequência de 50 kHz.61 Posteriormente, foram coletadas amostras da solução e foi feita a 

diluição seriada 10-5 e posterior plaqueamento em triplicata em placas de Petri contendo o BHI 

ágar. Após as 24 horas de incubação, foi feita a contagem das UFC/mL, resultado que foi 

processado gerando gráficos para melhor entendimento do comportamento do crescimento 

bacteriano.  

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

superfície de cada uma das membranas com swab que, na sequência, foi mergulhado em 400 µL 
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de BHI liquido, e posteriormente em diluição seriada 10-5, plaqueada e incubada durante 24 

horas como descrito anteriormente para posterior quantificação das UFC/mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



53 

 

 

6 Descontaminação no modelo das membranas metálicas 

 

6.1 Resultados e discussão 

As figuras representadas a seguir mostram as médias do crescimento bacteriano em 

unidades formadoras de colônias (UFC) obtido nos diferentes tempos nos quais foram feitas as 

coletas durante 4 horas de duração de cada um dos experimentos realizados, com e sem 

irradiação em função da dose de entregue. Os valores da fluência para o volume total do líquido 

(J/cm3) assim como a fluência superficial (J/cm2) 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 fluência fornecida calculada para cada tempo de irradiação no qual as 

amostras foram coletadas. 

Tempo (minutos) Tempo (segundos) Dv (J/cm3) Ds (J/cm2) 

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 eficácia da radiação UV-C (254 nm) na inativação de S. aureus 

planctônica no teste in vitro simulando a perfusão ex vivo do órgão com PBS, testes em grupos 

controle e irradiados foram realizados. 

A resposta de inativação bacteriana foi monitorada em função do tempo ou fluência 

entregue até 4 horas sem (controle) e com irradiação UV-C, como se mostra na Figura 9. Os 

eixos indicam crescimento bacteriano em unidades formadoras de colônias por mililitro 

(UFC/mL) e a fluência em J/cm2, mas vale ressaltar que as amostras do grupo controle não 

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

evidenciam a redução total dos microrganismos que se encontram no meio. 

 

Figura 9 -  Efeito da irradiação ultravioleta UV-C (254 nm) na inativação bacteriana em PBS por 240 min usando 

a câmara de filtragem contendo membranas contaminadas com S. aureus planctônicas. Os eixos 

indicam crescimento bacteriano em unidades formadoras de colônias por mililitro (UFC/mL) e a 

fluência (UV-C) em J/cm2. As amostras do grupo controle são mostradas com quadrados pretos e as 

amostras do grupo irradiado com círculos vermelhos. 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Uma alta taxa de inativação é observada no grupo irradiação, com redução de 5 log10 

UFC/mL, correspondendo a uma inativação total das bactérias circulantes no PBS após 60 min 

de irradiação com uma fluência de 64,8 J/cm2. Por outro lado, no grupo controle não irradiado, 

apenas 1 log10 (UFC/mL) foi reduzido.  

De acordo com o gráfico da Figura 9, no grupo de controle, observa-se uma redução de 

1 log10 UFC/mL, taxa de inativação bacteriana esperada já que as bactérias foram mantidas 

circulando em PBS, a baixa temperatura e sem a adição de nutrientes relevantes para a 

manutenção de seu metabolismo. Entretanto, quando a irradiação ultravioleta C é adicionada 
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ao sistema de perfusão, a inativação das bactérias em circulação se mostra muito eficaz, sendo 

que, após 60 min de irradiação com uma fluência de 64,8 J/cm2 conseguiu-se a inativando 5 

log10 UFC/mL representando a totalidade das bactérias que se encontravam no meio. 

Comparando os resultados obtidos nos dois grupos, foi observada uma diminuição das bactérias 

remanescentes nas membranas do grupo irradiado, que podem estar diretamente associadas à 

ação da irradiação UV-C, uma vez que diminuindo a carga bacteriana circulante, uma menor 

quantidade de células podem se aderir às membranas. 

 

Figura 10 - Contaminação remanescente de S. aureus em membranas após banho ultrassônico e coleta de swab 

nos testes controle e irradiado no modelo aonde as membranas foram contaminadas com bactérias 

planctônicas. As barras laranja, verde e roxa representam as membranas um (M1), dois (M2) e três 

(M3), respectivamente. 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

O gráfico representado na Figura 10 mostra a contaminação bacteriana nas membranas 

após o banho ultrassônico e a coleta por swab feito nas membranas nos testes controle e 

irradiado. A contaminação bacteriana residual esteve presente nas membranas para ambos os 

métodos de amostragem. 

Os resultados obtidos estão de acordo com os trabalhos reportados na literatura, onde a 

irradiação UV-C associada à perfusão promove a inativação de células circulantes (bactérias)62 

ou vírus.60 O método apresenta alta eficiência na descontaminação do fluido circulante, 
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independentemente do tipo de microrganismo. Mais especificamente para a S. aureus, a entrega 

de fluência que usualmente são relatadas na literatura para inativação por UV-C é de 43,2 

J/cm2.62 Aqui vale ressaltar que esses parâmetros não podem ser diretamente comparados ao do 

protocolo do presente estudo, uma vez que a fluência calculada é a dose de energia entregue 

durante todo o tempo de perfusão, sendo que a solução não está estática, assim a irradiação para 

as células circulantes é bem inferior a esse valor.  

Para investigar as consequências da inativação bacteriana no modelo de perfusão 

quando o microrganismo está formando colônias, a contaminação das membranas foi realizada 

esfregando cinco colônias de S. aureus cultivadas por membrana. A Figura 11 mostra o 

comportamento do crescimento bacteriano log10 (UFC/mL) no grupo controle e irradiado em 

função da fluência (J/cm2). 

 

Figura 11 -  Efeito da radiação ultravioleta UV-C (254 nm) na inativação bacteriana em PBS usando uma câmara 

de filtro contendo membranas contaminadas com colônias de S. aureus. Os eixos indicam o 

crescimento bacteriano em unidades formadoras de colônias por mililitro (UFC/mL) e a fluência em 

J/cm2. As amostras do grupo controle são mostradas com quadrados pretos e as amostras do grupo 

irradiadas com círculos vermelhos. 

Fonte: Elaborada pela autora 

As bactérias residuais presentes no meio após o banho ultrassônico e coletadas pelo 

swab de cada membrana ao final das 4 horas de perfusão no grupo controle e irradiado são 

apresentadas na Figura 12. 
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As amostras coletadas do grupo controle após o ultrassom apresentam uma recuperação 

de 3 a 5 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 os grupos controle e irradiado, a contaminação residual nas membranas 

sob a perfusão 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 direção do fluxo da solução é a membrana que acaba retendo uma maior 

quantidade de bactérias. 

 

Figura 12 -  Carga bacteriana remanescente de S. aureus em membranas após banho ultrassônico e coleta de swab 

nos testes controle e irradiado no modelo aonde as membranas foram contaminadas com esfregaços 

de colônias da bactéria. As barras laranja, verde e roxa representam as membranas um (M1), dois 

(M2) e três (M3), respectivamente. 

Fonte: Elaborada pela autora 

Com o desenvolvimento desse modelo in vitro, com a utilização de uma câmara de 

filtragem de sentido único contendo três membranas metálicas contaminadas com S. aureus 

planctônicas e formando biofilme simulando barreiras físicas para a retenção das bactérias foi 

demonstrada a limitação da técnica por não ação direta no foco de infecção. A irradiação UV-

C associada à perfusão promove a inativação das bactérias circulantes, resultando em uma 

pequena diminuição da carga bacteriana nas membranas, mas sem resultados efetivos na 

descontaminação do foco de infecção.  
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Tendo em conta os resultados expostos no gráfico da Figura 11 não foi observada redução 

bacteriana no grupo controle, durante todo o tempo experimental sendo que o nível de 

contaminação do meio bacteriano foi mantido em 6 log10 (UFC/mL). No grupo irradiado 

obteve-se uma inativação total de 6 log10 (UFC/mL) após 40 min de irradiação com uma 

fluência de 43,2 J/cm2. Apresentando o mesmo comportamento do experimento anterior com 

as células planctônicas, conseguindo a inativação da totalidade das bactérias circulantes no 

meio, resultado diretamente associado à ação da irradiação UV-C. O remanescente de alta carga 

bacteriana nas membranas é um problema a resolver.  

Quando comparado com diferentes estudos realizados nos quais o UV-C foi utilizado 

para inativação microbiológica através de líquidos circulantes,144-147 houve um estudo no qual 

a radiação UV-C foi aplicada para esterilizar Dextrose 5% e 0,9% de solução salina armazenada 

a baixas temperaturas, conseguindo 100% de eliminação da carga bacteriana através da 

aplicação de uma fluência de 3,4 J/cm2 durante 30 min.148 Em um estudo recente, em modelo 

porcino, descrevendo a eficácia dos UV-C como agente físico para descontaminação dos rins 

durante a fase de perfusão dos órgãos, eles foram capazes de eliminar uma carga bacteriana de 

5 log de bactérias encontradas em PBS em 40 min, e durante os testes de descontaminação HTK 

em circulação, com uma fluência de 13,5J/cm2 e 12,5 min de irradiação eles conseguiram uma 

redução de 99,99% da carga bacteriana circulante.62 Há um estudo que demonstrou a eficácia 

do uso da irradiação UV-C quando o fluido é irradiado durante a perfusão pulmonar ex vivo 

(EVLP), conseguindo a inativação do vírus da hepatite C e a redução da carga viral nos pulmões 

doadores com uma irradiação de 31 mW/cm2.60-61 

Um parâmetro muito importante a ser considerado na descontaminação do órgão para 

transplante é o tempo de descontaminação, pois a desinfecção do órgão deve ocorrer dentro do 

tempo permitido para que o órgão permaneça na máquina de perfusão. O fato de conseguir a 

descontaminação de 100% da carga microbiana do líquido circulante no tempo máximo de 60 

minutos demonstra a eficácia e eficiência do uso da radiação UV-C em conjunto com o sistema 

de perfusão do órgão. 

Quando são analisados os resultados que mostram os gráficos 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 log10 UFC/mL das membranas, quando foi feito o swab, as 

membranas ainda continham 4 log10 UFC/mL de S. aureus aderidas. Tal resultado representa as 
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complicações enfrentadas na descontaminação de órgãos. Enquanto o S. aureus planctônico é 

liberado da solução circulante, aqueles que aderem a um substrato mostram uma retenção muito 

maior, o que pode ser uma evidência de quão difícil o processo pode ser para os órgãos. Mesmo 

assim, uma diminuição média de 2 log10 UFC/mL não é desprezível sob essas circunstâncias. 

Esses resultados mostram a relevância de desenvolver métodos de desprendimento bacteriano 

ou tratamento antimicrobiano in situ para melhorar a descontaminação de órgãos em 

combinação com o tratamento UV-C do perfusato. 

Para esta aplicação, o órgão contaminado pode ser considerado como um foco ativo de 

infecção e que o fluxo de perfusão promoverá o desprendimento bacteriano em diferentes taxas, 

dependendo das características de aderência do microrganismo e das barreiras mecânicas atuais 

para o fluxo de entrada. Neste cenário, a avaliação da eficácia da inativação UV-C associada 

ao procedimento de perfusão em diferentes modelos in vitro é essencial antes de planejar 

qualquer estratégia potencial para aumentar a capacidade de remover microrganismos através 

da perfusão ex vivo e validar em modelos animais e pré-clínicos. 

A dinâmica do fluxo, bem como a distribuição das bactérias que circulam no líquido 

pode variar em cada experimento, resultando em maior ou menor homogeneidade da difusão 

das bactérias. Outros fatores variáveis durante o processo e não controlados são a aderência das 

bactérias a alguns materiais, bem como a retenção em alguns compartimentos do sistema de 

perfusão.  

O resultado mais significativo deste estudo in vitro é que foi possível demonstrar a 

capacidade do módulo de irradiação UV-C para descontaminar o fluido circulante quando ele 

é acoplado ao sistema de perfusão ex vivo, mas existe a necessidade de estratégias para o 

tratamento do foco da infecção ou de desprendimento bacteriano dos tecidos biológicos. 

 

6.2 Conclusões Parciais 

 

O estudo in vitro mostra a possibilidade de usar a radiação ultravioleta C (254 nm) como 

alternativa para descontaminação de soluções circulantes durante a perfusão ex vivo de enxertos 

contaminados com S. aureus. 

Foi possível obter a inativação total das bactérias que permaneceram no líquido, 

mostrando uma redução total de 6 log10 UFC/mL em até uma hora de irradiação.  

O fato de que as bactérias permaneceram nas membranas, após o processo de inativação 

levantou a questão sobre o que pode acontecer no órgão no momento da remoção dos 



60 

 

  

microrganismos que estão aderidos aos tecidos e membranas que podem atuar como barreiras 

que limitando a remoção apenas pelo fluxo da perfusão. Encontrar maneiras de permitir tal 

remoção a fim de aumentar a efetividade da liberação bacteriana e assim promover uma maior 

redução é um desafio a ser superado. No entanto, a redução de 2 log (UFC/mL) é uma evidência 

de melhor resposta no tratamento do órgão associado à perfusão ex vivo. 
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7  Descontaminação no modelo da câmara de filtragem com esponja vegetal contendo peça de 

cerâmica contaminada com S. aureus 

 

7.1 Resultados e discussão 

Os resultados da inativação bacteriana obtidos usando o modelo de esponja 

vegetal/cerâmica mostram-se na Figura 13, expondo o comportamento do crescimento 

bacteriano log10 (UFC/mL) no grupo controle e irradiado em função da fluência (J/cm2). Mais 

uma vez, houve uma inativação total das bactérias que se encontravam no meio 6 log10 

(UFC/mL) após 40 min de irradiação com uma fluência de 43,2 J/cm2 e não se obteve nenhuma 

redução no grupo controle.  

 

Figura 13 - Efeito da radiação ultravioleta UV-C (254 nm) na inativação bacteriana por 240 min utilizando a 

câmara de filtro contendo esponja vegetal com peças cerâmicas contaminadas com S. aureus. Os eixos 

indicam o crescimento bacteriano log10 em unidades formadoras de colônias por mililitro (UFC/mL) 

e a fluência em J/cm2. As amostras de controle são mostradas com quadrados pretos e as amostras 

irradiadas com círculos vermelhos. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

A contaminação residual após o banho ultrassônico no meio, na esponja vegetal e nas 

peças cerâmicas com amostragem de swab é apresentada na Figura 14, demonstrando a carga 

bacteriana residual tanto na esponja como na cerâmica dos grupos controle e irradiado.  

Nesse modelo in vitro aonde foi utilizada a câmara de filtragem de sentido único 

contendo a esponja vegetal com as peças de cerâmica contaminadas com S. aureus investigamos 
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outra superfície de adesão e barreiras físicas modificando o fluxo da solução em no ambiente 

do foco da infecção. 

 

 

 
Figura 14 - Contaminação residual por S. aureus na esponja vegetal e sonicação de peças cerâmicas e coleta de 

swab nos testes controle e irradiado. As barras laranja e verde representam a esponja vegetal e as peças 

de cerâmica, respectivamente. 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Tendo em conta os resultados expostos no gráfico da Figura 13, no grupo controle não 

se observa redução da taxa bacteriana durante as 4 horas do desenvolvimento do teste, 

mantendo a carga bacteriana do meio em 6 log10 (UFC/mL). Por outro lado, quando 

comparamos com o grupo irradiado, observa-se uma inativação de 6 log10 (UFC/mL) após do 

40 min de irradiação com uma fluência de 43,2 J/cm2, o que representa a totalidade dos 

microrganismos que se encontravam no meio.  

Ao analisar os resultados do gráfico mostrado na Figura 14 constatou-se que tanto para 

o grupo controle quanto para o grupo irradiado, foi observada uma recuperação de 4 a 6 log 

(UFC/mL) de S. aureus, resultados que demonstram uma maior carga bacteriana remanescente 

nos substratos materiais, em comparação com a membrana metálica. O fluxo utilizado não é 

capaz de desgrudar a totalidade das bactérias que retidas na esponja e nas peças de cerâmica, 
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no entanto, o fluxo não é um fator que se pode alterar no processo, pois o regime de valores já 

está definido para a segurança dos órgãos. 

 

7.2 Conclusões Parciais 

O estudo in vitro mostra a possibilidade de usar a radiação ultravioleta C (254 nm) como 

alternativa para descontaminação de soluções circulantes durante a perfusão ex vivo de enxertos 

contaminados com S. aureus. Os resultados de inativação das bactérias circulantes foram 

semelhantes aos obtidos com o modelo das membranas. Foi possível a inativação da totalidade 

das bactérias que se encontravam no líquido, mostrando uma redução total de 6 log10 UFC/mL 

em até 40 min de iluminação com uma fluência de 43.2 J/cm2. 

A carga bacteriana residual no modelo da esponja e das peças de cerâmica foi superior 

ao observado nas membranas metálicas. Novamente, o fluxo empregado na perfusão ex vivo de 

órgãos sólidos não promoveu uma remoção eficiente das bactérias adicionadas nas peças 

cerâmicas, nem das células que contaminaram a esponja durante o processo.  
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8  Combinação da Radiação Ultravioleta C e Oxacilina Sódica 500 mg associado a 

perfusão usando uma câmara de filtragem contendo membranas contaminadas com 

esfregaços de colônias de S. aureus 

 

De acordo com os resultados obtidos nos capítulos anteriores a remoção da totalidade 

das bactérias aderidas nos diversos materiais utilizados é uma limitante para aumentar a 

efetividade da redução microbiana no órgão. Encontrar alternativas que permitam tal remoção 

a fim de aumentar a efetividade da liberação bacteriana e assim promover uma maior redução 

é um desafio a ser superado. Por tal motivo, nesse capítulo exploramos a combinação da 

Radiação Ultravioleta C e Oxacilina Sódica 500 mg. A ideia de associar o antibiótico foi de 

avaliar um possível efeito de morte celular das bactérias aderidas nas membranas e/ou de 

aumentar o desprendimento das células. Para isso foram desenvolvidos vários testes utilizando 

o mesmo modelo de descontaminação in vitro associado à perfusão como descrito no capítulo 

6. 

 

8.1 Objetivos específicos 

• Avaliar a efetividade da combinação da Radiação Ultravioleta C e Oxacilina Sódica 500 

mg na descontaminação do modelo empregando a câmara de filtragem contendo 

membranas contaminadas com esfregaços de colônias de S. aureus. 

 

8.2 Materiais e Métodos 

Para o desenvolvimento do experimento as membranas foram contaminadas com 

colônias de S. aureus que foram obtidas como descrito nas seções 5.3.1, seguindo o protocolo 

de contaminação descrito na seção 5.4.1 (MC), as quais foram inseridas na câmara de filtragem, 

como se mostra na Figura-8.  Os testes de inativação assim como a quantificação da carga 

bacteriana residual nas membranas depois do processo de inativação foram desenvolvidos 

seguindo o descrito na seção 5.5.1 e 5.5.2 respetivamente. A diferença radica na adição de 

Oxacilina Sódica 500 mg no PBS (líquido circulante). 
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8.2.1 Oxacilina Sódica 500 mg pó injetável  

 

A Oxacilina Sódica é uma penicilina semissintética, pertencente à família das 

isoxasolilpenicilinas, altamente resistente à degradação por penicilinases e, portanto, útil no 

tratamento de infecções causadas por estafilococos produtores dessas enzimas.147  

Seu mecanismo de ação é baseado na inibição da síntese de peptidoglicanos da parede 

bacteriana. Esta inibição depende da capacidade da penicilina de alcançar e se ligar às proteínas 

de ligação à penicilina (PBPs), localizadas na membrana interna da parede bacteriana. As PBPs 

que incluem as transpeptidases, carboxilases e endopeptidases são enzimas que estão 

envolvidas nos estágios finais da montagem da parede bacteriana e na remodelação da parede 

bacteriana durante o crescimento e a divisão. As penicilinas ligam e inativam PBPs resultando 

no enfraquecimento e lise da parede bacteriana.147-148 

Após a administração intramuscular ou intravenosa, concentrações adequadas de plasma 

são alcançadas em aproximadamente 1 hora. O tempo de vida meia do fármaco varia de 30 a 

60 min. A ligação à albumina de plasma é significativa a 90-95%. Possui metabolismo hepático 

e rápida eliminação por via renal e também uma eliminação hepática significativa através da 

bílis.147 

A Oxacilina Sódica é um pó injetável de uso hospitalar que foi fabricado pela empresa 

farmacêutica Blau Farmacêutica S.A. A diluição do pó foi feita misturando 625 mg do 

antibiótico em 100 mL de PBS. 

 

8.2.2 Teste de estabilidade do poder bactericida da Oxacilina Sódica 500 mg após da 

irradiação com UVC durante 4 horas 

 

Para avaliar a estabilidade do poder bactericida da Oxacilina Sódica 500 mg, um volume 

de 40 mL de PBS e Oxacilina sódica 6,25mg/L foi circulado no sistema durante 4 horas e 

irradiado com luz UV-C. Com o sistema em circulação foram feitas coletas de 100 µL do 

perfusato nos tempos: 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 180 e 240 min e adicionadas nos tubos tipo 

Eppendorf contendo 75 µL de BHI e 25 µL de S. aureus obtidas previamente como descrito na 

seção 5.3.2 e colocadas na incubadora a 37 °C por 24 h. Passado o tempo de incubação, foi feita 

uma diluição seriada 10-5, e na sequencia foi feito o plaqueamento em triplicata, espalhando as 

diluições em placas de Petri com meio BHI ágar as quais foram incubadas durante 24 horas a 
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37 ºC. Após de esse tempo foi realizada a quantificação das UFC/mL, resultado que foi 

processado e graficado. 

 

8.2.3 Concentração mínima inibitória (MIC) 

 

A concentração mínima inibitória é definida como a menor concentração de uma agente 

microbiano capaz de inibir o crescimento visível de um microrganismo em testes de 

sensibilidade por diluição em ágar ou caldo. 149  

Para determinar o MIC foi necessário preparar um estoque do inoculo de S. aureus 106 

log e a solução de Oxacilina Sódica 500 mg ao dobro da concentração a ser testada, que nesse 

caso a solução de Oxacilina inicial teria uma concentração de 100 mg/L, sendo que, nesse 

experimento serão testadas soluções com as seguintes concentrações: 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 já descrito na seção 5.3.2. O ajuste da concentração do microrganismo 

para o D.O em 600 nm fique em 0,3 para obter um inoculo de 106 log. O estoque do antibiótico 

foi preparado pesando 100 mg de Oxacilina Sódica 500 mg e diluídos em 0.001L de água para 

injeção. 

O MIC da Oxacilina Sódica 500 mg foi determinado pelo método de microdiluição 

usando uma placa para cultivo de células de 96 poços, aplicando o método de diluição seriada 

para compor todas as concentrações a serem analisadas (Figura 15).  

O teste foi feito em triplicata: nos poços (A1, B1 e C1) foram adicionados 100 µL do 

estoque do antibiótico ao dobro da primeira concentração a ser testada, o processo de diluição 

seriada foi feito desde a coluna 2 até a 10 das fileiras A, B e C contendo 50 µL do meio Mueller 

Hinton. Os poços (A11, B11 e C11) ficaram vazios, embora nos poços (A12, B12 e C12) estará o 

controle positivo (50 µL meio + 50 µL bactéria) e nos poços (F12, G12 e H12) o controle negativo 

(100 µL meio).  

Dos primeiros poços (A1, B1 e C1) serão retirados 50 µL e transferidos para o segundo 

poço (A2, B2 e C2) e do segundo poço para o terceiro e assim sucessivamente até chegar aos 

poços (A10, B10 e C10) de maneira que cada poço fique com um volume final de 50 µL, sendo 

que, desses últimos poços devem ser descartados os 50 µL restantes na ponteira. Finalmente, 

foram adicionados 10µL do estoque da bactéria S. aureus e 40µL do meio Mueller Hinton nos 

poços 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 multipoços e adicionaram-se 30 µL do marcador resazurina tornando 

roxa a solução reservada em cada um dos poços. A placa foi selada novamente e colocada a 

incubar por mais 4 horas na estufa. Após desse tempo a placa foi retirada da estufa para ser 

analisada: observou-se a mudança de cor de roxo para rosa a partir dos poços das colunas 5 até 

a 10 das fileiras A, B e C além do controle positivo, indicativo de crescimento bacteriano. O 

MIC da Oxacilina Sódica 500 mg seria a solução que fica no poço mais próximo ao primer 

poço que mostrou crescimento bacteriano.  

 

  

Figura 15 - Esquema descritivo da placa para cultivo de células de 96 poços utilizada na diluição da Oxacilina 

Sódica 500mg para determinar sua concentração mínima inibitória. 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

8.2.4 Teste de inativação combinando da radiação ultravioleta C com Oxacilina Sódica 

500 mg 6,25 mg/L. 

 

As membranas contaminadas como descrito na seção 5.4.1 (MC) foram posicionadas na 

câmara de filtragem. Um volume de 100 mL de PBS foi circulado no sistema submetido a baixa 

temperatura (15-17 ºC). O experimento foi realizado em duas partes com um tempo de perfusão 

total de 4 horas cada um: sem irradiação, circulando PBS e Oxacilina 6,25 mg/L (grupo 

controle) e com as luzes UV-C acesas (grupo irradiado). No caso do teste de inativação, o PBS 

circulante foi irradiado durante 1 hora, depois foi desligada a luz e adicionou-se a Oxacilina 
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Sódica 6,25 mg/L mantendo a circulação do perfusato por mais 3 horas sem irradiar. Com o 

sistema em circulação foram feitas coletas do perfusato nos tempos: 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 

180 e 240 minutos. Após de cada coleta foi feita uma diluição seriada 10-5, e na sequencia foi 

feito o plaqueamento em triplicata, espalhando as diluições em placas de Petri com meio BHI 

ágar as quais foram incubadas durante 24 horas a 37 ºC para posterior quantificação do número 

de bactérias. Para avaliar a permanência de bactérias nas membranas depois do teste de 

inativação bacteriana procedeu-se como descrito no 5.5.2.  

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

 

As membranas contaminadas (Seção 5.4.1 (MC)) foram posicionadas na câmara 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 ºC). Os experimentos foram realizados sem irradiação e 

com um tempo de perfusão total de 8 e 24 horas cada um. Com o sistema em circulação 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 duração. 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. Após de cada coleta, foi feita uma diluição seriada 10-5. Na sequência, foi feito o 

plaqueamento em triplicata, espalhando as diluições em placas de Petri com meio BHI ágar, as 

quais foram incubadas durante 24 horas a 37 ºC para posterior quantificação do número de 

bactérias. Para avaliar a permanência de bactérias nas membranas depois do teste de inativação 

bacteriana, procedeu-se como descrito na seção 5.5.2.  

 

8.3 Resultados e discussão 

Antes de fazer os testes combinando a radiação ultravioleta C com a Oxacilina Sódica 

500 mg foi necessário demonstrar a estabilidade do poder bactericida do antibiótico após de 4 

horas de irradiação com UV-C (254 nm) assim como determinar a concentração mínima 

inibitória (MIC) do antibiótico.  

Os resultados do teste de estabilidade do poder bactericida da Oxacilina Sódica 500 mg 

após de 4 horas de irradiação com UV-C mostra-se na Figura 16, observando-se que, durante 

as 4 horas de irradiação o nível de contaminação bacteriano manteve-se estável em 5 log10 



70 

 

  

resultado que demonstra que o poder bactericida da Oxacilina Sódica 500 mg não se vê afetado 

pela radiação ultravioleta C. 

No teste feito na placa de 96 poços para determinar a concentração mínima inibitória da 

Oxacilina foi observada a mudança de cor de roxo para rosa a partir dos poços das colunas 5 a 

10 das fileiras A, B e C, além do controle positivo, indicativo de crescimento bacteriano. Tendo 

em conta que os poços mais próximos àquele que mostrou crescimento bacteriano foram os da 

coluna 4, podemos dizer que a concentração mínima na qual o antibiótico é capaz de inibir o 

crescimento do S. aureus foi de 6,25 mg/L.  

 

Figura 16 -  Efeito da irradiação ultravioleta UV-C (254 nm) na estabilidade do poder bactericida da Oxacilina 

Sódica 500mg em PBS após de 240 min de irradiação com UV-C. Os eixos indicam crescimento 

bacteriano log10 em unidades formadoras de colônias por mililitro (UFC/mL) e a fluência em J/cm2 

durante 240 min 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Os resultados do teste inativação combinando da radiação ultravioleta C com Oxacilina 

Sódica 6,25 mg/L se evidenciam na Figura 17, mostrando a redução de 7 log10 UFC/mL 

correspondendo a uma inativação da totalidade das bactérias circulantes no PBS após de 60 min 

de irradiação com uma fluência de 64,8 J/cm2, embora, as 3 horas restantes do experimento 

aonde foi desligada a luz e adicionou-se a Oxacilina Sódica 500 mg 6,25 mg/L não se observou 

mudança no comportamento. Por outro lado, no grupo controle (não irradiado), aonde se 

circulou pelo sistema o PBS com a Oxacilina Sódica durante 4 horas, foi reduzido apenas 1 log 

(UFC/mL). 
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Figura 17 - Efeito da combinação da irradiação ultravioleta UV-C (254 nm) e a Oxacilina Sódica 500 mg na 

inativação bacteriana em PBS por 240 min usando a câmara de filtragem contendo membranas 

contaminadas com S. aureus planctônicas. Os eixos indicam crescimento bacteriano log10em unidades 

formadoras de colônias por mililitros (UFC/mL) e a fluência em J/cm2. As amostras do grupo controle 

são mostradas com quadrados pretos e as amostras do grupo irradiado com círculos vermelhos. 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

O gráfico representado na Figura 18 mostra a permanência de S. aureus nas membranas 

após do banho ultrassônico e coleta de swab nos testes controle e irradiado feito nas membranas 

nos testes controle e irradiado. Constatou-se que a contaminação bacteriana residual esteve 

presente nas membranas para ambos os métodos de amostragem. 
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Figura 18 - Reminiscência de S. aureus em membranas após do banho ultrassônico e coleta de swab nos testes 

controle e irradiado. As barras laranja, verde e roxa representam as membranas um (M1), dois (M2) e 

três (M3) respectivamente. 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Os resultados do teste de inativação bacteriana fazendo circular a Oxacilina Sódica em 

PBS durante 8 horas são apresentados na Figura 19, onde pode se observar uma pequena 

redução bacteriana, apenas de 1 log (UFC/mL).  

 

Figura 19 -  Efeito da Oxacilina Sódica 500 mg na inativação de S. aureus após de 8 horas circulando em PBS. Os 

eixos indicam crescimento bacteriano log10 em unidades formadoras de colônias por mililitros 

(UFC/mL) e tempo em minutos. As amostras do grupo controle (circulando PBS) são mostradas com 

quadrados pretos e as amostras com círculos vermelhos representam a amostra circulando PBS e 

Oxacilina. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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O gráfico 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 redução de 1log UFC/mL e passadas as 23 a 24 horas cera. 

 

Figura 20 -  Efeito da Oxacilina Sódica 500 mg na inativação de S. aureus após de 24 horas circulando em PBS. 

Os eixos indicam crescimento bacteriano log10em unidades formadoras de colônias por mililitros 

(UFC/mL) e tempo em minutos. As amostras do grupo controle (circulando PBS) são mostradas com 

quadrados pretos e as amostras com círculos vermelhos representam a amostra circulando PBS e 

Oxacilina. 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Embora, após do banho ultrassônico aonde foi feita a coleta da solução e coleta tipo 

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

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

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

Tabela 2 - Remanescência de bactérias nas membranas após do processo de inativação de S. 

aureus fazendo circular a Oxacilina Sódica 500 mg em PBS durante 8 e 24 horas. 

Tempo de 

circulação 

Ultrassom Swab 

M1 M2 M3 M1 M2 M3 

8 horas 7.22 ± 0.12 7.27 ± 0.05 7.42 ± 0.04 

 

4.05 ± 0.01 5.60 ± 0.03 4.07 ±0.01 

24 horas 7.01 ± 0,04 7,37 ± 0,02 

 

 

7,55 ± 0,07 5,40  ±  0,04 

 

 

5,37 ±  0,11 

 

 

5,61 ±0,04 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora 
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Com o desenvolvimento dos testes aonde se combina a utilização da radiação UV-C por 

1 hora e a adição da Oxacilina Sódica 500 mg no liquido circulante as 3 horas restantes do 

experimento para a inativação bacteriana no modelo in vitro no qual foi utilizada a câmara de 

filtragem de sentido único contendo três membranas contaminadas com S. aureus formando 

biofilme simulando o órgão e sua estrutura interna, demostrou-se que com 1 hora de irradiação 

com UV-C obteve-se a redução da totalidade das bactérias circulantes no PBS inativando 7 

log10 UFC/mL com uma fluência de 64,8 J/cm2. Embora, a incorporação do antibiótico nas 3 

horas restantes do experimento não fez diferença nos resultados já obtidos; sendo que não 

contribuiu positivamente na diminuição da carga bacteriana residual constatando-se a 

contaminação bacteriana remanescente nas membranas de 4 a 7 log10 UFC/mL após do 

processo de inativação.  

Ao analisar os resultados aumentando o tempo de perfusão e consequente circulação da 

Oxacilina sódica 500 mg a 6,25 mg/L no PBS por 8 horas, a diminuição da carga bacteriana 

obtida foi de apenas de 1log UFC/mL após de 8 horas. Na avaliação do tempo de 24 horas de 

tratamento, a inativação das bactérias circulantes foi completa, mesmo no grupo sem UV-C. 

Neste caso, a morte bacteriana foi ocasionada pela ação do antibiótico, mas também pela 

ausência de nutrientes no líquido de perfusão. Vale ressaltar, que foi possível a recuperação de 

células viáveis das membranas mesmo após o tempo de 24 horas (Tabela 2).  

 

8.4 Conclusões Parciais 

A utilização da Oxacilina sódica 500 mg em 6,25 mg/L não  

apresentou uma resposta para a redução da carga bacteriana residual no modelo de membranas 

em períodos de tempo compatíveis da perfusão ex vivo de órgãos sólidos. 

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

o tratamento do foco ativo da infecção ainda devem ser estabelecidos. 
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9 Descontaminação de órgãos in vitro com Terapia Fotodinâmica simulando a perfusão 

ex vivo do órgão usando a câmara de filtragem contendo membranas contaminadas 

com S. aureus formando biofilme 

 

A Terapia Fotodinâmica (TFD) associada à perfusão ex vivo já foi testada em modelo 

porcino de pulmão infectado pelo vírus da hepatite C,60, 61 com resultados favoráveis. 

Adicionalmente, essa técnica apresenta o potencial de uso para tratamento direto do órgão, uma 

vez que é um método comprovadamente eficaz no tratamento de tecidos infectados por diversos 

tipos de patógenos. Nesse capítulo são apresentados os resultados do experimento avaliando a 

resposta da TFD com azul de metileno (AM) associada à perfusão do Custodiol (líquido de 

preservação de órgãos para transplante).  

Inicialmente foram feitos os testes de fotodegradação do Custodiol e do AM 0,01% em 

Custodiol para avaliar as possíveis modificações do líquido de preservação e das propriedades 

ópticas do fotossensibilizador nesse solvente, assim como uma medida indireta da resposta 

fotodinâmica. A citotoxicidade da solução do Custodiol-AM irradiada foi testada em 

fibroblastos. Para avaliar a efetividade e eficiência da TFD na inativação das S. aureus que se 

encontravam no meio testes de inativação foram desenvolvidos utilizando a câmara de filtragem 

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

 

9.1 Objetivos específicos 

• Avaliar a fotodegradação do Custodiol® e do azul de metileno 0,01% em Custodiol® 

quando é iluminado com luz vermelha (660 nm). 

• Avaliar a citotoxicidade de Custodiol® com azul de metileno irradiado em células de 

mamíferos (fibroblastos) 

• Avaliar a efetividade da Terapia Fotodinâmica (660 nm) na inativação de S. aureus no 

liquido circulante. 

 

9.2  Materiais e Métodos 

9.2.1 Módulo de descontaminação  

 

O módulo de descontaminação utilizado para o desenvolvimento dos experimentos de 

inativação é o descrito na Figura 6 modificando a fonte de irradiação.  
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          A fonte de irradiação usada é um equipamento desenvolvido pelo Laboratório de Apoio 

Tecnológico (LAT, Instituto de Física de São Carlos-IFSC) da Universidade de São Paulo 

(Figura 21). O dispositivo de descontaminação 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 emissão centrada em 66 0 nm. Essa disposição 

geométrica para a irradiação permite iluminar perimetralmente todo o líquido circulando no 

tubo. No centro da distribuição geométrica das fontes de luz, um tubo de quartzo possibilita a 

irradiação do líquido circulante. O suporte tubular será montado de forma que um sensor de 

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

botão do tipo “liga/desliga” estará disponível na caixa com reatores adjacentes ao sistema, de 

modo que os reatores alimentem as lâmpadas. Um conector de alimentação AC bivolt (127 

V/220 V) fará a alimentação externa do dispositivo a partir da rede elétrica. 

 

 

Figura 21 - Imagem ilustrativa da fonte de irradiação (660nm) utilizada para a inativação fotodinâmica 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 aromático, heterocíclico, 

fenotiazínico, solúvel em água, de fórmula molecular C16H18ClN3S e massa molar 319,85 

g/mol. O AM é usado como indicador e como corante bacteriológico, apresenta diversas 

aplicações nos mais variados campos, como da biologia e da química.  

O AM é um FS catiônico, gerando uma ligação eletrostática na superfície celular 

externa, ocasionando em uma lesão inicial em sua parede e levando uma alta ação fotodinâmica 
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antibacteriana.150 O AM, em solução aquosa, é encontrado na forma de monômeros (soluções 

diluídas), dímeros e agregados maiores (soluções muito concentradas), sendo estes 

diferenciados pelas respectivas bandas de absorção, máximos em 664 nm, 600 nm e 550 nm.151 

Com isso, este grupo de corantes possui elevada absorção em comprimentos de onda de 600 a 

660 nm, região do espectro vermelho de radiação favorável à PDT devido à eficiente penetração 

da luz em tecidos biológicos.152 Além disso, é um FS acessível, devido ao seu baixo custo. Os 

corantes fenotiazínicos são mais eficazes contra bactérias Gram positivas do que em Gram 

negativas. 

9.2.3 S. aureus: obtenção do inóculo. Contaminação das membranas 

 

A obtenção das colônias de S. aureus ATCC25293 assim como a contaminação das 

membranas com esfregaços das colônias das bactérias foram feitas seguindo a metodologia 

descrita nas seções 5.3.1 e 5.4.1 (MC) respetivamente 

 

9.2.4  Fotodegradação do Custodiol® e Custodiol® com azul de metileno 0,01% usando 

luz vermelha (660nm) 

 

Para a realização do experimento, 30 mL de uma solução de Custodiol®, com e sem azul 

de metileno, foram iluminadas com luz vermelha (660 nm) mantendo a solução circulando a 

temperatura ambiente e baixas temperaturas por 1 hora (Figura 22). Amostras da solução foram 

retiradas nos intervalos de tempo: 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 min e colocadas no 

espectrofotômetro Varian Cary 50 entre os comprimentos de onda de 250 a 800 nm para 

mensuração da absorbância e posterior processamento dos resultados.  
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Figura 22 - Imagem ilustrativa do módulo de irradiação utilizado nos experimentos de fotodegradação 

desenvolvidos variando a temperatura: a: teste de fotodegradação feito a temperatura ambiente; b: 

teste de fotodegradação 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 

mamíferos (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 poços sendo um total de 104 células por poço, deixadas durante 24 h para que 

se aderisse na placa. Após 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 incubação da placa foi ao longo de 4 horas mantendo uma 

temperatura de 4°C; passado esse tempo os poços 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 solução de MTT as células foram incubadas por 4 horas. Após da incubação 

leituras de absorbância foram feitas a 570 nm com o Multiskan GO Microplate 

Spectrophotometer e o desvio padrão dos valores de viabilidade celular foram graficados.62 
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9.2.6 Testes de inativação fotodinâmica usando luz vermelha (660 nm) do Custodiol® com 

azul de metileno 0.01% usando câmara de filtragem com membranas contaminadas 

com esfregaços de colônias de S. aureus. 

 

Para o desenvolvimento do experimento as membranas foram contaminadas com 

colônias de S. aureus que foram obtidas como descrito nas seções 5.3.1, seguindo o protocolo 

de contaminação descrito na seção 5.4.1 (MC), as quais foram inseridas na câmara de filtragem, 

como se mostra na Figura 8.  Os testes de inativação assim como a quantificação da carga 

bacteriana remanescente nas membranas depois do processo de inativação foram realizados 

seguindo os protocolos descritos nas seções 5.5.1 e 5.5.2, respetivamente. As modificações no 

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

 

9.3 Resultados e discussão 

Os valores da dose de entregue para cada tempo foram calculados usando a Equação 1, 

onde D é a fluência em (J/cm2), I é a irradiância expressa em (W/cm2) e t representa o tempo 

em (s). A Tabela 3 mostra os valores calculados para a irradiância de 0,03 W/cm2 do sistema 

empregado. 

 

   𝐃 = 𝐈 ∗ 𝐭      [
𝑱

𝒄𝒎𝟐
]                                       (𝟏) 

 

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

Tempo 

(min) 

Dose 

(J/cm2) 

       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 degradação ou são modificadas as características 

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 ºC) (Figura 24) aonde 

amostras foram coletadas ao longo de 1 hora de iluminação do líquido circulante e analisadas 

no espectro de UV-visível. Como os resultados obtidos foram muito similares tanto nos testes 

realizados a temperatura ambiente quanto nos testes feitos a baixas temperaturas, mostramos os 

resultados obtidos nos testes realizados a baixas temperaturas, tendo em conta que a perfusão 

do órgão é feita a temperaturas baixas.  

No gráfico da Figura 23 mostram-se o espectro de absorção visível da solução 

Custodiol® mantida em circulação e irradiada durante 1h com luz vermelha (660 nm). Como 

pode se observar o Custodiol® mostra degradação, evidenciando-se alterações nas bandas 

quando comparadas com o controle (Custodiol® sem irradiar) após de 1 hora de iluminação 

com uma fluência de 108 J/cm2.  

 

Figura 23 - Espectro de absorção na região UV visível da solução Custodiol® mantida em circulação e irradiada 

durante 1h com luz vermelha (660 nm). 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

O espectro de absorção do Custodiol® sofre alterações ao longo do tempo, com o 

aumento relativo da absorção na região entre 300 e 400 nm, no entanto, sob as condições de 

irradiação utilizadas, não houve a formação de fotoprodutos.  
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Os resultados dos experimentos de fotodegradação do Custodiol® com AM 0,01% 

iluminando com luz vermelha (660 nm) a solução que circulou pelo sistema durante 1 hora a 

baixas temperaturas (4-8 °C) são apresentados no gráfico da Figura 24. 

 

 

Figura 24 - Espectro de absorção UV-visível da solução Custodiol® com Azul de Metileno 0,01% mantida em 

circulação e irradiada durante 1h com luz vermelha (660 nm). 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Os resultados dos experimentos de fotodegradação do Custodiol® com AM 0,01% 

iluminando com luz vermelha (660 nm) a solução que circulou pelo sistema durante 1 hora a 

baixas temperaturas (4-8 °C) mostram-se no gráfico da Figura 24. Como pode se observar a 

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

O gráfico da Figura 25 apresenta a alteração da absorção no comprimento de onda de 

660 nm em função da fluência entregue. Como pode se observar a partir dos 40 min de 

irradiação com luz vermelha (660 nm) é evidente a degradação do AM. Essa é um dado 

importante, pois indica indiretamente que a ação fotodinâmica está ocorrendo mesmo com o 

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

Fonte: Elaborada pela autora 

 

O gráfico da Figura 26 mostra os resultados do teste de citotoxicidade da solução de 

preservação Custodiol® ou HTK com AM 0,01% exposta à irradiação com luz vermelha (660 

nm) em fibroblastos durante um tempo total de 60 min de circulação do líquido 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 diminuição da viabilidade celular somente 

é significativa com tempos de irradiação acima de 50 min, sendo que para 60 min, a viabilidade 

reduziu para 0,4, em comparação ao grupo controle. O aumento da toxicidade pode ser atribuído 

a um ou dois fatores concomitantes a fotodegradação observada apenas do Custodiol® irradiado 

e o perfusato com AM irradiado. Como observado nas modificações observadas nos espectros 

de absorção, a solução do Custodiol® está sendo modificada, podendo perder suas 

características de preservação da viabilidade celular e/ou com a presença de produtos com 

maior toxicidade celular. 
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Figura 26 - Citotoxicidade da solução de preservação Custodiol® ou HTK com AM 0,01% exposta à irradiação 

com luz vermelha (660 nm) em fibroblastos durante um tempo total de 60 min de circulação do líquido 

através do sistema. 

Fonte: Elaborada por Carolina Campos 

 

Finalmente, quando realizados os testes de inativação fotodinâmica do Custodiol® 

usando como fotossensibilizador o azul de metileno 0.01% e irradiando com luz vermelha (660 

nm) os resultados de redução microbiana não foram promissores (Figura 27). 
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Figura 27 - Efeito da TFD na inativação 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 solução de Custodiol®
 com AM 0,01% durante 4 horas não se observa nenhum 

indicativo de inativação. No grupo irradiado se pode observar uma pequena tendência a 

diminuição da carga bacteriana nos primeiros 40 min (72 J/cm2), logo depois se observa um 

aumento da carga bacteriana após dos 40 min até aproximadamente os 100 min (180 J/cm2) e 

depois fica estável até os 240 min (432 J/cm2) indicativo de que foi ineficiente o processo de 

inativação empregado. 

Após do teste de inativação fotodinâmica, 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 

permanência 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 após do processo de inativação de S. aureus aplicando a 

TFD no Custodio com AM 0,01% circulante 4 horas. 

 

TESTES 

PDT HTK_AM 0,01% 

Ultrassom Swab 

M1 M2 M3 M1 M2 M3 

CONTROLE 7,88 ± 0,02 7,21± 0,17 

 

7,57± 0,03 

 

6,91± 0,06 

 

7,17± 0,05 

 

6,98± 0,08 

 

IRRADIADO 7,78± 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 fotodegradação do AM no Custodiol, 

aonde demostrou-se a degradação do AM a partir dos 40 min de irradiação decidiu-se fazer 

outro teste de inativação igual que o anterior, mas adicionando 2 mL de AM 0,01% cada 30 

min antes da degradação do AM que se encontra na solução, para comprovar se a ausência de 

resposta era decorrente de uma alta fotodegradação no período inicial e consequente ausência 

de moléculas ativas nos períodos finais de irradiação. Os resultados são mostrados no gráfico 

da Figura 28. Comparado ao resultado com uma única administração do AM (figura 27), pode-

se observar que a redução observada foi também de apenas 1 log10, com a tendência de 

manutenção da resposta por um período mais prolongado. No entanto, considerando a 

efetividade como tratamento antimicrobiano, mesmo esse protocolo não mostrou eficiência. 
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Figura 28 - Efeito da TFD na inativação de S. aureus em Custodiol® com AM irradiando com luz vermelha (660 

nm) durante 240 min, mantendo o líquido 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 serão investigados, uma das hipóteses é a de que 

as biomoléculas presentes no Custodiol® atuam como outros alvos da interação do 

fotossensibilizador e do oxigênio singleto, reduzindo a ação fotodinâmica sobre as bactérias. 

Algo similar aconteceu em um estudo in vitro onde a adição do surfactante pulmonar Survanta® 

reduziu o efeito do aPDT da indocianina verde, Photodithazine®, bacterioclorintrizma e 

protoporfirina IX contra Streptococcus pneumoniae 153 

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

apresentou nenhuma resposta na carga bacteriana do foco de infecção (Tabela 5). 
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Tabela 5 -  Remanescência de bactérias nas membranas após do processo de inativação 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. 

 

 

Testes 

PDT HTK_AM 0,01% 

(Adicionando 2 mL de AM 0,01% c/30 min) 

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 Conclusões Parciais 

• A incidência da luz vermelha (660 nm) no Custodiol que circulou durante 1 hora pelo 

sistema de descontaminação provocou alterações no liquido de preservação de órgãos. 

• Quando o Custodiol com AM 0,01% é irradiado com luz vermelha (660 nm) constatou-

se que após dos 40 min de irradiação e aplicando uma fluência de 72 J/cm2 o AM 0,01% 

começa a degradar-se. 

• Constatou-se o aumento da citotoxicidade do Custodiol com AM 0,01% a partir dos 40 

min de irradiação com luz vermelha (660 nm). 

• O processo de inativação fotodinâmica bacteriana quando utilizado o AM 0,01% como 

fotossensibilizador numa solução de Custodiol não apresentou resposta significativa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



88 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



89 

 

 

10 Descontaminação de fígados de ratos Wistar machos simulando a perfusão ex vivo 

do órgão usando a radiação ultravioleta C para a inativação de S. aureus no líquido 

circulante 

 

10.1  Objetivos específicos 

• Desenvolver modelo experimental que conjugue a perfusão ex vivo do órgão e a 

Radiação Ultravioleta C (254 nm) como alternativa para a descontaminação do fígado 

de rato Wistar contaminado com S. aureus. 

• Avaliar a efetividade da Radiação Ultravioleta C (254 nm) na inativação de S. aureus 

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

 

10.2  Materiais e Métodos 

10.2.1 Sistema de perfusão do fígado combinado com modulo de irradiação UV-C  

 

Para o desenvolvimento do experimento simulando a perfusão ex vivo do fígado usando 

a radiação ultravioleta C para a inativação de S. aureus no líquido circulante, dado o tamanho 

do fígado e volume de liquido que ele admite, utilizamos uma máquina de perfusão adaptada a 

estas condições.  Foi concebido um modelo no qual foi possível a perfusão do órgão usando 

uma bomba de microinfusão para a circulação do perfusato no fígado e a descontaminação do 

perfusato coletado foi realizada usando o mesmo sistema descrito na seção 5.1 (Figura 28). 

A perfusão do fígado de rato foi feita através de um sistema de perfusão constituído por 

uma bomba de infusão programável Scienlabor bivolt de 150 mm de alto, 175 mm de largura e 

350 mm de comprimento que consta de fuso e guias em aço inox com acionamento por motor 

de passo de alta precisão. A bomba de infusão aceita duas seringas intercambiáveis que podem 

ser de tamanhos e modelos variados, com uma taxa de infusão de 0,01 (o mais lento) até 

999,99 µL/h ou min (o mais rápido), com a possibilidade de programar os parâmetros de tempo 

e volume, podendo selecionar a taxa de infusão em horas ou minutos e volume de infusão em 

mL ou µL. 
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Figura 29 - Imagem ilustrativa do sistema de perfusão de fígado combinado com o módulo de irradiação UV-C: a 

indica a bomba de infusão programável de duas seringas; b indica a fonte de irradiação de luz UV-C; 

e c a bomba peristáltica. 

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 São 

Paulo. Os ratos foram mantidos num alojamento para animais montado no Instituto de Física 

de São Carlos (IFSC/USP), no Laboratório de Biofotônica do Grupo de Óptica, em estante 

ventilada (Alesco®) com sistema de climatização controlada. Em cada gaiola foram alojados 

três animais com o assoalho forrado com maravalha, recebendo água filtrada e ração comercial 

específica para roedores, ambos ad libitum. O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais do IFSC (anexo 2). 

 

10.2.3 Obtenção do inóculo para indução da infecção 

 

Para o preparo do inóculo reativou-se a cepa de S. aureus ATCC25293 espalhando 10 

μL da bactéria (mantida previamente no congelador) em placa contendo Ágar BHI e foi 

colocada na estufa DBO da Electrolab® modelo EL 101/3 submetida a uma temperatura de 37 

oC por 48 horas. Após esse tempo, preparou-se o pré-inóculo, transferindo 8 colônias de S. 

aureus para um tubo tipo Falcon contendo 10 mL de Ágar BHI líquido que foi colocado na 
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incubadora tipo shaker SL-22 da SOLAB mantido sob agitação a 150 rpm por 18 horas a 37 ºC. 

Passado esse tempo de incubação, preparou-se o inoculo em BHI líquido na proporção 1:10 

(volume), levou-se novamente para a incubadora tipo shaker SL-22 por mais 4 horas.  

Posteriormente, foi medida a absorbância da suspensão no espectrofotômetro Varian 

Cary 50 no comprimento de onda em 600 nm e uma alíquota de 400 μL da solução foi plaqueada 

em triplicata em cinco diluições. Na sequência, o tubo Falcon contendo o inoculo foi colocado 

na centrífuga a 3.000 rpm por 10 minutos, para a separação das bactérias do BHI. O liquido 

sobrenadante foi jogado fora e adicionado PBS no mesmo volume de BHI (sobrenadante), 

sendo repetida a centrifugação duas vezes. Após descarte do sobrenadante, as bactérias foram 

misturadas com a mucina (Sigma Aldrich®) preparada com antecedência diluindo-a em água 

estéril na concentração de 0,05 g/mL e colocada em vórtice, até a obtenção de uma solução 

totalmente homogênea.154  

 

10.2.4 Modelo animal de infecção sistêmica 

 

Para indução da neutropenia dos ratos, com o intuito de viabilizar a infecção, foi 

desenvolvida uma modificação do protocolo já descrito por Vivekanandan et al., 2018 155 

utilizando a ciclofosfamida como agente imunossupressor. As modificações realizadas foram 

feitas em testes pilotos, sendo: a via de administração do imunossupressor, a concentração do 

inóculo, o tempo de espera depois de inoculada a infecção e o tempo que foi mantida a 

neutropenia nos ratos.  

Para desenvolver o estudo piloto do modelo de infecção utilizaram-se 6 ratos Wistar 

machos: em 3 deles a neutropenia foi mantida por 5 dias, aplicando uma dose diária, via 

subcutânea, com Ciclofosfamida 200 mg (Genuxal®, fabricado por Baxter Oncology GmbH, 

Alemanha) por 4 dias consecutivos: injetando uma dose diária de 150 mg/kg (peso corpóreo) 

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 gástrica suína a 5% foi injetado via 

subcutânea.153-154 Nos outros 3 animais, a neutropenia foi mantida por 4 dias aplicando uma 

dose diária via subcutânea com Ciclofosfamida 200 mg (Genuxal®, fabricado por Baxter 

Oncology GmbH, Alemanha) por 4 dias consecutivos: injetando uma dose diária de 150 mg/kg 

(peso corpóreo) nos primeiros 3 dias e no quarto dia, uma dose de 100 mg/kg. No quinto dia, 

foi inoculada a bactéria como explicado anteriormente. Após de 4 horas da inoculação da 
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infecção foi feita a cirurgia para a extração dos fígados, e posterior plaqueamento da solução 

extraída por filtragem do macerado dos órgãos. 

10.2.5 Cirurgia para extração de fígado e canulação para perfusão 

 

Anterior à cirurgia, os ratos foram submetidos ao jejum de 12 horas. Uma solução 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 associação induz uma sedação em torno de 30 

min, quando necessário se pode administrar mais 10% da dose, e para o procedimento de morte 

é administrado o dobro da dose inicial para o animal.156 Logo antes da retirada do fígado, 0,3 

mL de Heparina 0,2% foi administrada via veia peniana para evitar a coagulação do sangue no 

órgão.  

A cirurgia foi feita fazendo uma abertura da parede abdominal por meio de incisão 

mediana e transversal (em "T").157 Posteriormente, foi realizada a dissecção da parte proximal 

da veia mesentérica superior e da veia porta até o hilo hepático por meio da ligadura e secção 

das veias esplênica e gástrica esquerda; a dissecção da aorta abdominal por meio de ligadura e 

secção das artérias renal esquerda e direita, artéria mesentérica superior, artéria esplênica e 

artérias gástrica esquerda e direita para construção de manguito compreendendo a aorta, o 

tronco celíaco e a artéria hepática assim como a dissecção da veia cava infra e supra-hepática. 

Depois foi feita a liberação total do fígado da cavidade abdominal por meio da secção de seus 

ligamentos das veias cava infra- e supra-hepática, da veia porta, e do manguito aorto-celíaco. 

O fígado foi retirado de seus pedículos vasculares e colocado numa placa do tipo Petri estéril 

contendo solução de preservação gelada. Rapidamente foi feita a fixação do cateter de dupla 

via na veia porta e no manguito aorto-celíaco e conexão deste ao sistema de perfusão.157-158  

Com a abertura da cavidade torácica (por meio do diafragma) e corte dos grandes vasos 

como aorta, carótidas ou femoral e as veias cava, jugular ou femoral, o rato morre pela perda 

aguda e massiva da volemia.159 

Os procedimentos cirúrgicos foram realizados pelo Dr. Flavio Henrique Ferreira Galvão 

da Faculdade de Medicina da USP. 
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10.2.6 Teste de descontaminação de fígado de ratos Wistar machos simulando a perfusão ex 

vivo do órgão usando a radiação ultravioleta c para a inativação de S. aureus no líquido 

circulante 

 

Para desenvolver o teste foram utilizados 8 ratos, dos quais, um morreu minutos depois 

de receber a inoculação da infecção, assim, nesse estudo foram utilizados 7 fígados. Um cateter 

de dupla via foi fixado na veia porta e no manguito aorto-celíaco do órgão, e conectado ao 

sistema de perfusão programado para entregar 50 mL de Custodiol em 10 min. O volume total 

empregado para a perfusão foi de 200 mL (4 seringas de 50 mL) de Custodiol.  

A Figura 29 apresenta um desenho esquemático do processo de descontaminação de 

fígados de ratos Wistar simulando a perfusão ex vivo do órgão usando a radiação ultravioleta C 

na inativação de S. aureus no liquido circulante. O perfusato de saída do órgão foi depositado 

em um béquer, mantido em gelo para resfriamento. As extremidades dos tubos de entrada e 

saída da bomba de perfusão também foram posicionadas dentro do béquer. O fluxo de trabalho 

foi de 200 mL/min e o perfusato foi irradiado dentro do dispositivo de irradiação UVC.  

Antes de iniciar a irradiação, uma primeira amostra de 400 μL (t0) foi coletada para fazer 

o plaqueamento controle. A cada 5 min, 50 mL do liquido foram manualmente coletados no 

béquer com seringa estéril e reintroduzidos na máquina de perfusão para dar continuidade à 

circulação no fígado. Mantendo o líquido circulando pelo dispositivo de descontaminação e 

iluminando constantemente coletaram-se amostras nos tempos: 5, 10, 15, 30, 40, 60 min e o 

plaqueamento em triplicata foi realizado para cada amostra. 
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Figura 30 -  Esquema descritivo do processo de descontaminação de fígados de ratos Wistar simulando a 

perfusão ex vivo do órgão usando a radiação ultravioleta C na inativação de S. aureus no liquido 

circulante. Painel A: descrição sintetizada do modelo de infeção e cirurgia do rato Wistar feita para 

a extração do órgão. Painel B: processo de inativação bacteriana do perfusato circulante coletado ao 

sair do órgão utilizando o módulo de irradiação UV-C constituído pela fonte de irradiação de luz 

UV-C e a bomba peristáltica. 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

 

Após a finalização da perfusão com irradiação ex vivo foi realizada a maceração dos 

fígados para avaliar contaminação residual do órgão. Colocou-se o fígado no almofariz, que foi 

triturado com ajuda do pistilo, adicionando-se 3 mL de PBS para facilitar a recuperação das 

bactérias. O macerado foi colocado em um funil com papel filtro para a coleta do líquido. De 

cada macerado, as amostras foram plaqueadas em triplicata e as placas mantidas na incubadora. 

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

 

10.2.7 Teste de propriedades ópticas do Custodiol e sangue 

 

Para avaliar a influência da presença do sangue no liquido de preservação do órgão 

quanto aos resultados obtidos na descontaminação de fígado por perfusão ex vivo, foi realizado 

um teste usando 1 mL uma solução de Custodiol e Sangue de Carneiro a diferentes 

concentrações (entre 0,0625% e 20%, conforme a Tabela 6). A transmitância foi avaliada no 
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intervalo entre 200-800 nm no espectrofotômetro UV-VIS (Cary® Bio, Varian, Austrália), 

usando uma cubeta de quartzo com caminho óptico de 1 mm. 

 

Tabela 6 - Quantidade de sangue e Custodiol utilizados para preparar a solução de Custodiol e sangue de carneiro 

a diferentes concentrações. 

Solução (%) Sangue (µL) Custodiol (µL) 

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 discussão 

Os resultados comparativos do modelo de infecção sistêmica nos ratos Wistar, 

mantendo a neutropenia por 5 dias (conforme protocolo original) e por 4 dias (protocolo 

modificado, visando reduzir o risco de morte) são apresentados na Figura 30. 
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Figura 31 - Resultados do modelo de infecção sistémica em ratos Wistar mantendo a neutropenia por 5 e 4 dias. 

As barras laranja mostram o controle (inoculo injetado para indução da infeção) e as barras verdes 

indicam a recuperação das bactérias encontradas nos fígados após de 4 horas de ter induzido a infeção; 

MMF1-3 media de log10 UFC/mL recuperado na maceração dos fígados dos ratos 1 a 3. 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Como pode se observar a partir da injeção de um inoculo inicial de 8 log UFC/mL de S. 

aureus (DO: 0,9) em mucina 5% (v/v) após 4 horas da inoculação da infecção, 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 infecção utilizados são 

eficientes para conseguir a contaminação dos fígados dos ratos.  

Com base à observação do animal ao longo dos dias mantendo a neutropenia supôs-se 

que a indução da neutropenia foi severa, pois se observou o mesmo efeito quando foi mantida 

por 4 dias quanto for mantida por 5 dias: diminuição de peso, caída dos pelos e falta de brilho 

e alguns deles ficavam com diarreia. 

Para determinar se existe diferença estatística nos resultados quando a neutropenia é 

mantida por 5 ou 4 dias, realizou-se uma prova baseada na comparação das médias pelo teste t-

Student. Não houve diferença significativa entre os tempos de indução da neutropenia, desta 

forma, a escolha foi pelo menor tempo, principalmente por minimizar os riscos de perda de 

animais por uma infecção muito severa. 
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Assim, o modelo adaptado foi então definido com indução da neutropenia aplicando 

uma dose diária com Ciclofosfamida 200 mg, via subcutânea por quatro dias consecutivos: 

injetando uma dose diária de 150 mg/kg (peso corpóreo) nos primeiros três 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 gástrica suína a 5% injetado pela mesma via que é aplicado o imunossupressor.150-151 

Passadas 4 horas da inoculação do inóculo, a cirurgia foi realizada para extrair o fígado e 

proceder à descontaminação do órgão. 

Dos sete fígados 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 contaminação do 

perfusato foi entre 3 e 4 log10/mL. Apenas no fígado 1 foi observada a redução completa que se 

manteve até o final do período de irradiação 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 (fígado 2) apresentou uma redução no 

tempo de 5 min e logo um grande aumento para 7 log10 UFC/mL, com posterior redução para 3 

a 3,5 log10 UFC/mL. O aumento repentino da quantidade de bactérias circulantes pode ser 

justificado pelas características da perfusão ex vivo, onde se pode observar o desprendimento 

de coágulos sanguíneos o que irá diretamente interferir na variação do número de bactérias no 

perfusato. Apesar de ter injetado 3 mL de Heparina 3%, via peniana, antes da remoção do 

fígado, a perfusão e lavagem do órgão não foi uniforme e completamente efetiva.  
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Figura 32 -  Efeito da radiação ultravioleta C na inativação de S. aureus do perfusato que sai dos fígados 

contaminados de ratos Wistar quando perfundidos com o Custodiol. 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

 Nos fígados 3 e 4, o comportamento foi semelhante sendo uma concentração de 

bactérias circulantes entre 3,5 e 4 log10 UFC/mL, e sem efetiva resposta de inativação por UV-  

 C. Essa resposta pode ser decorrente de a taxa de introdução de bactérias circulantes é similar 

à taxa de inativação pela irradiação UV-C ou devido à alteração do Custodiol no presente 

modelo ocasionando uma resposta distinta ao observado nos modelos in vitro. Baseado nas 

análises dos resultados anteriores e pela observação da presença de sangue no perfusato 

circulante, a hipótese mais provável é a grande atenuação da luz UV-C pela maior presença de 

componentes de alta absorção nesse intervalo espectral e, portanto, reduzindo a eficiência da 

inativação. 

Os resultados da carga bacteriana residual no macerado dos fígados são apresentados na 

Figura 33.  
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Figura 33 -  Sobrevivência de S. aureus em fígados de ratos após do processo de inativação com UV-C: MF1, 

MF2, MF3, MF4, MF5, MF6 e MF7 representam ordens de log10 UFC/mL recuperadas na maceração 

dos fígados dos ratos 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7, respectivamente, e MMF1-7 a media de ordens de log10 

UFC/mL recuperadas na maceração dos fígados dos ratos 1 a 7. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Como pode ser observado, ainda depois do processo de irradiação do perfusato com 

UV-C, não existe ação efetiva na descontaminação do órgão, sendo que neste modelo de 

infecção, o fígado apresentava uma contaminação de cerca de 3 log10 UFC/mL. Similarmente, 

como observado nos experimentos in vitro, a quantidade de bactérias circulantes no perfusato 

é semelhante à contaminação do foco da infecção e que o processo de perfusão ex vivo apresenta 

uma limitada ação na limpeza do órgão. Com a manutenção desse grau de contaminação, pode-

se dizer que o processo de irradiação UV-C durante a perfusão ex vivo do fígado não foi efetivo 

como método de descontaminação.  

 

O gráfico da Figura 34 apresenta a variação dos espectros de transmissão UV-visível da 

solução de Custodiol e sangue em diferentes proporções. 
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Figura 34 -  Espectro da transmitância da luz na solução de Custodiol e sangue entre 200 e 420 nm em função da 

concentração de sangue. 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

O sangue possui componentes de características altamente absorvedoras de luz na região 

do UV-C, de modo que pequenas frações (a partir de 1% de sangue na solução) comprometem 

mais de 95% da propagação da luz, resultando numa redução de mais de 99% da dose de luz 

(fluência) entregue. 

Para saber o grau de atenuação da luz absorvida, foi calculada a dose entregue por 

segundo em função da concentração de sangue na solução de Custodiol. Tendo em conta os 

resultados obtidos no gráfico da Figura 35, quando as concentrações de sangue em Custodiol 

estão acima do 1%, a transmitância é extremamente reduzida (a transmissão em 254 nm é menor 

que 5%), como se mostra na Tabela 7. Com isso, pode-se afirmar que a luz não consegue 

atravessar a solução quando há porções de sangue misturado nela. Portanto, foi impossível 

conseguir a inativação bacteriana nestas condições, 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 está sendo iluminado. Numa concentração tão baixa quanto 1% de 

sangue no Custodiol, a dose é reduzida em mais de 99% da entregue à superfície do tubo. Este 
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resultado parece confirmar que, devido à atenuação na entrega de luz, a redução microbiológica 

obtida foi comprometida, sendo muito inferior ao esperado nas condições ex vivo. 

 

 

Figura 35 - Percentual de dose entregue, por segundo, na porção central do tubo de quartzo em termos da 

concentração de sangue no Custodiol. Os valores à direita da linha tracejada vertical estão 

representados em escala logarítmica da concentração percentual, mostrando quão expressiva é a 

atenuação da luz UV-C na presença de pequenas porções de sangue no Custodiol. A porção à esquerda 

da linha tracejada vertical indica o valor de dose entregue pela lâmpada sem obstáculo (0% atenuação), 

com o tubo preenchido por água (15% atenuação), e no Custodiol sem sangue (aproximadamente 91% 

atenuação). Estes valores estão fora de escala devido à escala exponencial usada para a concentração. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Tabela 7 -  Dose de entregue em função da concentração de sangue na solução de Custodiol. Os valores nas linhas 

amarelas representam os elementos fora de escala na Figura 35. 

 

Fonte: Elaborada pela autora 
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Essas análises corroboram com a variabilidade de resposta obtida no estudo ex vivo e 

pela ausência de resposta de inativação bacteriana nos fígados 3 e 4. A partir desses resultados, 

se demonstra a grande interação negativa do sangue no perfusato, apontando a relevância de 

uma completa remoção e perfusão homogênea do órgão anterior à irradiação por UV-C, sendo 

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

 

10.4 Conclusões Parciais 

O modelo de infecção utilizado para infectar o fígado dos ratos é muito efetivo, 

conseguindo infectar o órgão com 4 log10 UFC/mL aproximadamente, ou seja, com a metade 

da escala logarítmica de UFC injetadas inicialmente nos animais, mostrando-se suficiente para 

estabelecer o modelo de descontaminação.  

O modelo de perfusão ex vivo desenvolvido resultou em grande variabilidade da 

qualidade e homogeneidade da perfusão do órgão, com principal consequência o 

desprendimento de coágulos sanguíneos e presença de sangue no perfusato. A grande atenuação 

da luz UV-C na presença de sangue resultou na ausência de resposta de inativação. 

A concentração de bactérias circulantes no perfusato foi semelhante ao do foco de 

infecção (fígado), e o procedimento de perfusão ex vivo empregado não apresentou resposta na 

lavagem e desaderência das bactérias do órgão. 
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11 Considerações finais 

 

O transplante de órgãos é o tratamento de eleição para melhorar a qualidade de vida de 

pessoas que apresentam doenças crônicas de caráter irreversível em estágio terminal com o 

intuito de devolver a funcionalidade do órgão e garantir a sobrevivência do receptor. Na 

atualidade, a demanda de transplantes de órgãos sólidos no mundo tem um crescimento 

excessivo devido ao aumento de doenças que causam a falência orgânica terminal. A proporção 

do número de candidatos à espera de um órgão para ser transplantado não é correspondida pelo 

número de doadores disponíveis, sendo insuficientes para atender as necessidades. Por tanto, a 

disponibilidade de órgãos é um fator limitante para o transplante, resultando em altas taxas de 

mortalidade de pacientes na lista de espera.  

Os órgãos dos doadores infectados por microrganismos patogênicos são descartados 

devido ao alto risco de contaminação do receptor e os consequentes problemas associados, 

diminuindo ainda mais a disponibilidade de órgãos nas redes de transplantes, sendo um fator 

que complica muito mais o processo.  

A radiação ultravioleta-C a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana são modalidades 

germicidas estabelecidas para a inativação de microrganismos patogênicos, e quando 

combinada com a perfusão ex vivo do órgão pode se tornar uma alternativa para o tratamento 

de enxertos contaminados. Por tal motivo neste estudo investigamos a viabilidade do uso da 

radiação UV-C e a Terapia Fotodinâmica para a descontaminação de órgãos sólidos em 

modelos in vitro e in vivo associados à perfusão ex vivo do órgão irradiando o liquido circulante 

para inativar as células bacterianas do meio. 

De acordo com os resultados apresentados neste estudo, o uso da radiação ultravioleta-

C (254 nm) se mostra viável como alternativa para descontaminação de soluções circulantes 

durante a perfusão ex vivo de enxertos contaminados, pois conseguiu-se a inativação da 

totalidade das bactérias que ficaram no meio. Diferentes materiais e orientações do fluxo no 

foco da contaminação foram testados e os resultados obtidos foram semelhantes. Em 

consequência do fluxo não ser suficiente para a limpeza do órgão, com maior remoção das 

bactérias, tanto nos testes in vitro quanto nos testes ex vivo, métodos para o tratamento direto 

do órgão e/ou para aumentar o desprendimento bacteriano são essenciais para a resposta efetiva.  

A Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana com AM (660 nm), que é uma possibilidade a 

ser investigada para o tratamento do órgão, apresentou uma limitada resposta de inativação 

mesmo das bactérias circulantes, em contraposição aos resultados do estudo de inativação do 

vírus de hepatite C no modelo porcino de pulmão. As diferenças são especialmente o tipo de 
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microrganismo (vírus versus bactéria) e o perfusato (Steen e Custodiol).60 No entanto, os 

resultados do presente estudo concordam com o observado por Kassab et al., onde a ação 

fotodinâmica investigada com diversos fotossensibilizadores, inclusive o AM, foi bastante 

minimizada na presença do surfactante pulmonar.153. Estudos devem ser realizados para 

caracterizar a interação das moléculas do AM no Custodiol e como isso está afetando a ação 

fotodinâmica. A principal hipótese é uma interação forte do AM com biomoléculas 

componentes do Custodiol, reduzindo altamente a disponibilidade para a interação com as 

células bacterianas. 

No estudo ex vivo, o procedimento desenhado não resultou em uma perfusão completa 

e homogênea, afetando bastante o seguimento do experimento. Não existe atualmente um 

modelo animal específico para a perfusão ex vivo do fígado, assim planejamos um modelo que 

ainda tem diversas limitações, mas com modificações, especialmente introduzindo a perfusão 

corpórea global e não somente do fígado, existe um grande potencial de obtermos um modelo 

resultando em um fígado com menor taxa de coagulação sanguínea e perfusão mais homogênea. 

No entanto, ainda assim, importantes dados foram obtidos e corroboram com os resultados dos 

experimentos in vitro. A irradiação UV-C tem alta resposta de inativação bacteriana no 

perfusato, mas sem efeito no foco da infecção. A concentração relativa de bactérias circulantes 

é semelhante à do tecido infectado. A alta atenuação da luz UV-C em perfusato com sangue 

resulta na ausência de efeito germicida. 

Os principais desafios a serem resolvidos para a continuidade do desenvolvimento dos 

métodos fotônicos de descontaminação de órgãos sólidos para transplante são: 

1) Associação de métodos para a perfusão ex vivo que permitam um maior desprendimento 

bacteriano e consequente redução da carga bacteriana no órgão. 

2) Anterior ao uso das tecnologias fotônicas, avaliar a qualidade da perfusão do órgão e 

quando da alteração da coloração do perfusato, especialmente pelo escurecimento 

ocasionado pela presença de sangue, o perfusato deve ser trocado por uma solução nova. 

3) Associação de métodos para o tratamento do órgão para otimizar o tratamento 

antimicrobiano. 

4) Investigação da interação das diferentes classes de fotossensibilizadores, com excitação 

entre 650 e 850 nm, com as diferentes soluções de preservação utilizadas em 

transplantes de órgãos, e seu consequente efeito sobre a ação fotodinâmica 

antimicrobiana. 
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12 CONCLUSÕES 

 

Nos diferentes modelos in vitro conseguiu-se inativar a totalidade de S. aureus do 

líquido circulante reduzindo de 6 a 7 log10 (UFC/mL) com uma fluência de 64,8 J/cm2 em até 

1 hora de iluminação. 

O processo de inativação fotodinâmica bacteriana quando utilizado o AM 0,01% como 

fotossensibilizador numa solução de Custodiol não apresentou resposta significativa, 

conseguindo inativar só 1 log10 (UFC/mL) com uma fluência de 432 J/cm2 durante 4 horas de 

iluminação.  

A combinação da radiação UV-C e Oxacilina sódica 500mg na inativação bacteriana no 

modelo in vitro usando membranas contaminadas S. aureus formando biofilmes não é uma 

alternativa efetiva nem viável na descontaminação do órgão ex vivo a ser transplantado uma 

vez que em período de tempo empregado na perfusão ex vivo de órgãos sólidos, não foi 

observado nenhum efeito antimicrobiano adicional com o uso do antibiótico. 

O estudo in vivo de descontaminação de fígados de ratos Wistar com UV-C (254 nm) 

usando a técnica de perfusão ex vivo conseguiu-se inativar apenas 1 log10 (UFC/mL) da carga 

bacteriana do líquido perfundido pelo órgão e ausência de efetividade na carga residual no órgão 

infectado  

Com remanescente de 4 a 6 log10 (UFC/mL) tanto nos materiais quanto nos fígados de 

ratos após do processo de inativação. 

Os resultados apresentados no presente estudo apontam a necessidade de técnicas 

auxiliares para aumentar a limpeza do órgão durante o processo de perfusão e/ou do tratamento 

direto do órgão infectado. 
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ANEXO A - Calibração do sistema de irradiação e dosimetria UV- C 

 

O cálculo da fluência entregue é relevante para se definir protocolos efetivos de 

inativação microbiana, tanto considerando a geometria de irradiação, assim como o fluxo 

utilizado durante a perfusão. Para calcular a fluência entregue ao fluido circulante no sistema 

de perfusão, é necessário levar em conta vários parâmetros, como por exemplo: o volume total 

circulado pelo sistema (𝑽𝑻), o tempo de irradiação (𝒕), a irradiação de uma lâmpada UV-C 

(ɸ𝑼𝑽), o raio do tubo de quartzo (𝒓𝒕), o raio da lâmpada (𝑹𝑳), o comprimento da lâmpada UV-

C (𝑪𝑳), a distância entre a lâmpada e o tubo (d), o ângulo formado entre o eixo que liga os 

centros dos cilindros e o limite de irradiação atingido pela luz que sai da lâmpada (θ), e o ângulo 

equivalente ao da parte da luz que irradia o cilindro (2θ). Na Figura 36 se representa a 

disposição da cada lâmpada em relação à irradiação do tubo de quartzo. 

 

Figura 36 -  Representação da emissão individual da lâmpada em relação ao tubo de quartzo. O círculo maior 

representa cada lâmpada, enquanto o menor representa o tubo de quartzo e seu posicionamento em 

relação à lâmpada. As linhas roxas descrevem o ângulo 2θ que descreve a parte da luz emitida que 

irradia o tubo  𝑹𝑳 e 𝒓𝒕  representam o raio da lâmpada e do tubo respetivamente, e d a distância entre 

eles. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

A fluência média entregue ao volume de fluido circulante no sistema de perfusão é 

definida como a quantidade de energia E entregue ao volume total 𝑽𝑻 do fluido circulante, por 

isso definimos uma dose de luz volumétrica ou fluência (𝐃𝐯), em J/cm³ (Equação 1). 

    

   𝐃𝐯 =
𝑬

𝑽𝑻
      [

𝑱

𝒄𝒎𝟑
]                                       (𝟏) 
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A partir da definição da fluência, que é definida como a energia de luz E fornecida 

através da área A de uma seção transversal assumida como sendo a superfície do material 

irradiado, é p ossível estabelecer que a fluência fornecida à superfície 𝑫𝒔 é dada pela irradiação 

ɸ
𝑼𝑽

 da fonte de luz UV e o tempo de irradiação t, de acordo com a Equação 2. 

𝑫𝒔 =
𝑬

𝑨
= ɸ

𝑼𝑽
𝒕    [

𝑱

𝒄𝒎𝟐
]                             (𝟐) 

Ao associar as Equações (1) e (2), e levando em conta que a potência óptica emitida 

pelas lâmpadas é constante, temos: 

𝑬𝒔𝒚𝒔𝒕𝒆𝒎 = 𝐄 =  𝑫𝒔 𝐀 = 𝑫𝑽𝑽𝑻                           (𝟑)  

Portanto, a fluência de superfície entregue será a fluência entregue do líquido circulante 

vezes o volume total do líquido dividido pela área de superfície, como mostra a equação 4. 

𝑫𝑺 =
𝑫𝑽𝑽𝑻 

𝑨
                                       (𝟒) 

A fluência entregue por volume 𝑫𝑽  pode assim ser definida como mostrado na Equação 

5, substituindo a Equação 2 pela Equação 4:   

𝑫𝑽 = (
ɸ

𝑼𝑽
𝑨𝒕

𝑽𝑻
)                               (𝟓) 

Assumindo uma área irradiada  𝐴 = 𝟐𝛉𝑹𝑳𝑪𝑳  na Equação 5, a fluência média do volume 

fornecido ao sistema é dada pela Equação 6. Nessa expressão, representa o comprimento da 

lâmpada, de modo que A pode representar a porção da superfície da lâmpada que é irradiada. 

𝑫𝑽 =
ɸ

𝑼𝑽
𝟐𝛉𝑹𝑳𝑪𝑳𝐭

𝑽𝑻
                                  (𝟔) 

 

Para estimar θ, devemos considerar a disposição geométrica das lâmpadas e do tubo de 

quartzo. Um 𝑽𝑻=100 mL de líquido foi circulado pelo sistema, que foi irradiado por 4 horas 

com 4 lâmpadas com uma irradiação de ɸ
𝑼𝑽

= 4,5 mW/cm2 cada. Sabendo que os raios do tubo 

de quartzo e da lâmpada são 4 e 8 mm, respectivamente, a distância entre a lâmpada e o tubo é 

d = 1 mm, e o comprimento 𝑪𝑳 da lâmpada UVC é 110 mm, é possível calcular θ usando as 

equações 7 e 8. 

𝛉 = 𝐚𝐫𝐜𝐭𝐠 (
𝒓𝒕

𝒓𝒕 + 𝒅 + 𝑹𝑳
)                    (𝟕) 
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𝛉 = 𝟏𝟕, 𝟒𝟒°  ~
𝝅

𝟏𝟎
                              (𝟖) 

Assumindo uma irradiação constante de ɸ
𝑼𝑽

= 4,5 mW/cm² para cada lâmpada UVC, e 

que existem 4 lâmpadas no sistema, a irradiância total seria ɸ
𝑼𝑽

= 18 mW/cm²; o cálculo da 

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

 

  𝑫𝑽 =
𝟎, 𝟎𝟗𝟒𝟓𝟔𝟒𝟖 ∗ 𝐭

𝑽𝑻
         [

𝑱

𝒄𝒎𝟑]                               (𝟗) 

Finalmente, a dose média de superfície entregue foi calculada pela equação 4, 

substituindo o valor de 𝑫𝑽  calculado na equação 9 para cada vez.  
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