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Resumo

O tratamento de hemodialise, que realiza o processo de filtragem artificial dos
rins, é altamente invasivo e torna seus pacientes imunossuprimidos. Os quase 150 mil
pacientes que realizam hemodialise por ano apresentam uma taxa anual de morte de
25% e tem a contaminacdao como a segunda maior causa de morte. Dentre a diversas
formas que uma pessoa com doenca renal crénica (DRC) tem de se contaminar, a
contaminagéo da agua € uma das mais relevantes, pois um paciente entra em contato
com até 600L de 4gua por semana, que caira diretamente em sua corrente sanguinea.
Um dos maiores problemas da contaminacéo da agua é a formacéao de biofilmes nos
ductos que ligam a estacdo de tratamento as maquinas de hemodidlise, pois trata-se
de um sistema longo e interconectado que normalmente recebe apenas uma
desinfeccdo quimica mensal. Esses biofilmes podem liberar endotoxinas capazes de
causar diversas comorbidades e até a morte. Portanto, este trabalho traz uma solucéo
para a esterilizacdo de paredes dos ductos de agua de hemodialise, que é a
esterilizacéo através de LEDs emissores de radiagdo Ultravioleta-C (UVC), uma onda
eletromagnética capaz de quebrar cadeias de DNA dos microrganismos. Este trabalho
consistiu na: comprovacado microbiolégica de eficacia dos LEDs UVC contra os
biofilmes flingicos e bacterianos das principais espécies encontradas em circuitos de
hemodialise através da confeccéo de um corpo de prova que foi aplicado sobre placas
de microtitulacédo de 96 poc¢os; na pesquisa e construcao de um protétipo que funcione
como um cateter invélucro de fitas de LED UVC e que pudesse ser introduzido dentro
das tubulacdes dos circuito de tratamento de agua de hemodidlise. Resultados
mostraram a viabilidade e exequibilidade do prot6tipo, bem como o potencial de
esterilizacdo dos LEDs UVC frente a biofilmes fangicos de leveduras e filamentosos e
biofilmes bacterianos em estado de completa maturacdo com uma dose de 2,3J/cm?

aplicado durante 2h.

Palvaras-chave: hemodialise, agua, biofilmes:; LEDs UVC: esterilizacdo




Abstract

Hemodialysis treatment, which performs the process of artificial filtering of the
kidneys, is highly invasive and makes its patients immunosuppressed. The nearly
150,000 patients who undergo hemodialysis in a year have an annual death rate of
25% and contamination is the second biggest cause of death. Among the several ways
that a person with chronic kidney disease (CKD) can contract this contamination, the
water contamination is one of the most relevant, as a patient comes into contact with
up to 600L of water per week, which enters in direct contact with their blood flow. One
of the biggest problems of water contamination is the formation of biofilms in the ducts
that connect the filtration treatment plant to the hemodialysis machines, as it is a long
and interconnected system that normally receives only a monthly chemical disinfection.
These biofilms can release endotoxins capable of causing several comorbidities and
even death. Therefore, this work brings a solution for the sterilization of walls of
hemodialysis water ducts, which is sterilization through LEDs emitting Ultraviolet-C
(UVC) radiation, an electromagnetic wave capable of breaking DNA chains of
microorganisms. This work consisted of: microbiological proof of the effectiveness of
UVC LEDs against fungal and bacterial biofiims of the main species found in
hemodialysis circuits by making a first prototype that was applied to 96-well microtiter
plates; the research and construction of a more faithful prototype that works as a
catheter with UVC LED strips inside it and that could be introduced into the pipes of
the hemodialysis water treatment circuit. Results showed the feasibility of the faithful
prototype, as well as the sterilization potential of UVC LEDs against yeast and
filamentous fungal biofilms and bacterial biofilms in a state of complete maturation with
a dose of 2.3J/cm? applied for 2h.

Keywords: hemodialysis, water, biofilms; UVC LEDs; sterilization
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1. Introducao

A hemodialise consiste em um processo alternativo de filtragem do sangue,
substituindo a fungéo dos rins na remocgéo de toxinas e excesso de agua do organismo
quando estes apresentam uma falha crénica em seu funcionamento. O principal
instrumento responsavel pela filtragem do sangue no circuito de hemodialise é o
dialisador (rim artificial), onde o sangue rico em toxinas é filtrado por difuséo, junto ao
dialisante, que é constituido essencialmente por agua altamente purificada com sais
minerais ricos em eletrolitos. A Figura 1 ilustra o esquema de funcionamento de

filtragem por difusao.

. Sangue

|:| Dialisante

Figura 1 — Filtragem por difusdo dentro do dialisador (do VAL, 2019)

No dialisador, os eletrolitos do dialisante retiram componentes quimicos téxicos
do sangue, como a ureia, que deveriam ser eliminados pela urina no processo de
filtragem natural dos rins. Além disso, durante a difusdo, a retirada do excesso de
dgua do sangue € viabilizada pela alta concentracdo do dialisante, tornando-o
indispensavel a filtragem do sangue e fundamental ao processo de hemodialise.

O procedimento de hemodilise € altamente invasivo e seus pacientes, devido
as condicdes de saude que a doenca renal crénica impde, sdo imunossuprimidos e
altamente suscetiveis a contracdo de doencas e contaminacdes. O Censo Brasileiro
de Nefrologia (2020) (NERBASS et. al.,, 2022), encomendado pela Sociedade
Brasileira de Nefrologia (SBN), traz os nimeros e taxa de mortalidade de pacientes
hemodialiticos em 2020 na Figura 2 e Figura 3, respectivamente.

Como podemos ver na Figura 2, o nimero de pacientes que demandam um
tratamento devido a apresentacdo de um problema renal crénico vem crescendo no
Brasil em uma taxa constante e suas causas estao relacionadas a diferentes fatores,
tendo o diabetes e a hipertensdo como 0s principais responsaveis no aumento desses

nameros. Associado a isso, existe uma subnotificacdo da demanda real pelo



tratamento de hemodialise, devido a falta de

carentes.

160.000
140.000
120.000
100.000

80,000

G0.000

Numero de pacientes

40.000

20,000

18

acesso a clinicas em regiées mais

0
FFFFFFFTFFTSS S

* variagio de £5% = 137527 a 152 038 pacientes

Figura 2 — Namero de pacientes em tratamento de hemodialise no Brasil

Figura 3 — Taxa de mortalidade anual de pacientes em hemodiélise no Brasil
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A Figura 3 nos mostra a altissima taxa de mortalidade anual daqueles que se

submetem ao tratamento de hemodialise, chegando ao pico com um indice de 24,5%

no ano de 2020, considerando-se as mortes decorrentes da Pandemia de Covid-19.

Esse numero ndo sO assusta, mas demonstra a condicdo imunossuprimida dos
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pacientes, onde a morte por Covid-19 ficou em 176 mortes a cada 10 mil pessoas
(NERBASS et. al., 2022). Caso esse fosse 0 nimero médio de mortes no mundo por
Covid-19, a pandemia teria matado 123,2 milhdes de pessoas e néo 6,6 milhdes, que
séo os dados atuais.

Quando olhamos para a United States Renal Data System (USRDS) (2019),
base de dados americana de pacientes com Doencas Renais Crbnicas (DRC), nos
Estados Unidos o numero de pacientes em tratamento de hemodialise supera os 400
mil e 0 seu custo é cerca de um sexto de todo 0 gasto em salde americano, que é de
cerca de 280 bilhdes de ddlares, ou seja, cerca de 50 bilhdes de ddlares. Ainda,
segundo Htay et. al. (2021), em uma publicacdo no American Journal of Kidney
Diseases (AJKD), existem, no mundo, cerca de 4,5 centros de hemodialise por milhdo
de pessoas e que cada paciente custa em média, por ano, USD 22.616,80. Ao estimar
esses humeros para uma populacdo mundial de 8 bilhGes de habitantes, chegamos
ao numero de cerca de 36.000 clinicas e gastos anuais superiores a USD 81,42
bilhdes somente com pacientes.

Estima-se que contaminacgdes e infeccbes hospitalares sdo a segunda maior
causa de morte dentre todos os que se submetem a esse tratamento e, enquanto a
falha renal e morte decorrentes desta falha sédo os casos mais bem notificados, as
contaminac¢des sdo comumente subnotificadas devido ao equivoco de sinalizar esse
tipo de morte como simples decorréncia do problema renal (GUPTA & YASSIN, 2013).
Dentro do campo da contaminacado, a contaminacdo da agua utilizada no processo de
fitragem do sangue é um dos mais graves, pois estima-se que um paciente em
tratamento usa cerca de 360 a 600 litros de agua por semana (WARD, 2011). Caso a
agua nao esteja devidamente filtrada, ela pode acabar sendo contaminada quimica
e/ou microbiologicamente e adentrar na corrente sanguinea daqueles com DRC,
causando efeitos colaterais adversos e muitas vezes dificeis de detectar (COULLIETE
& ARDUINO, 2013).

Durante o tratamento da agua, ela passa por diversos niveis de filtragem até
chegar a maquina de hemodialise e entrar na corrente sanguinea dos pacientes, como
mostra a Figura 4. A Figura 4 mostra o sistema padrédo de tratamento de agua
estabelecido pelas Resolugdes de Diretoria Colegiada (RDC) RDC n° 154/2004 e RDC
n® 11/2014 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Nele, a 4gua que
chega do sistema de abastecimento (tap water) € armazenada em um reservatorio.

Em seguida, ela passa necessariamente por pelo menos 4 etapas de filtragem, sendo
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trés delas de filtragem quimica e pelo menos um passo de filtragem por osmose
reversa. Por fim, a dgua é armazenada em um segundo tanque reservatério (tank),
onde ela entra em processo de recirculacdo continuo em um sistema de tubulaces
que conectam esse tanque com as maquinas de hemodidlise, fazendo com que as
maquinas recebam essa agua como insumo para a formacédo do dialisato que sera

utilizado na filtragem sanguinea.
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Figura 4 — Processo de filtragem de agua para hemodialise mais utilizado no
Brasil (MONTARI et.al, 2009)

O sistema de filtragem da agua, dependendo do tamanho da clinica e o seu
namero de pacientes, pode ser extenso e conter diversas interconexdes tubulares
para que ela possa ser entregue até as maquinas onde ocorrerd a filtragem sanguinea
por difusdo. Essas tubulagdes que conectam o tanque reservatorio (tank, da Figura 4)
as maquinas de hemodialise precisam ser mantidas o mais simples possivel em ordem
de tentar evitar que curvas, cotovelos, diferencas de altura, dentre outras variaveis
fisicas possibilitem a deposi¢céo e a possivel formacao de colénias de microrganismos,
denominadas biofilmes (ISAKOZAWA,; MIGITA; TAKESAWA, 2016). Essa formacéo
colonial, muito comum em tubula¢des, formada por diferentes tipos de microrganismos
como bactérias, fungos e protozoarios, € fonte constante de endotoxinas,
peptidoglicano e fragmentos de DNA bacteriano (YAZAKASAWA; MIGITA,;

TAKESAWA, 2016).
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Esses compostos liberados pelos microrganismos, capazes de atravessar a
membrana de filtragem do dialisador, podem entrar na corrente sanguinea do
paciente, causando febre, hipotensao, enxaqueca e/ou nausea e infec¢des sistémicas
graves, principais efeitos colaterais apresentados pelos que se submetem a
hemodialise (VERMA et.al, 2015). Estudos sugerem que a exposi¢do continua por
longos periodos as endotoxinas é responsavel por causar doencas a longo prazo
como morbidade, 32 amiloidose e aterosclerose (VERMA et.al, 2015).

Bactérias representadas pelos bacilos Gram Negativos também co-habitam
biofilmes em sistemas de hemodidlises e Pseudomonas aeruginosa é um bacilo Gram
Negativo ndo fermentador de veiculagéo hidrica, capaz de formar biofilmes, sendo um
dos encontrados mais frequentemente em surtos de infec¢des associadas a pacientes
usuérios de hemodialises (NOVOSAD et. al., 2019). Além disso, fungos oferecem um
risco adicional devido as complicacées decorrentes de suas infeccbes sistémicas,
sendo Aspergillus sp, Candida sp e Fusarium sp 0s géneros mais estudados em
ambientes de hemodialise recentemente (OLIVEIRA et. al., 2018). Em Pires-
Gongalves et. al. (2008), foi realizada uma analise da agua de hemodialise em um
centro do estado de Sao Paulo, encontrando mais de 9 tipos de fungos patogénicos,
dentre eles os do género Aspergillus sp e Candida sp.

O atual método de prevencdo de formacdo de biofiimes nas paredes das
tubulacdes e que atualmente € preconizado pela ANVISA é o método de remocao
quimica, principalmente através da utilizacdo de acido peracético. Além disso, as
RDCs preveem, como obrigatério as clinicas de hemodialise, uma desinfec¢éo
guimica mensal, enquanto biofilmes bacterianos de P. aeruginosa e do género
Candida sp. se formam, em condicbes favoraveis, em apenas 24 e 48h,
respectivamente, segundo a padronizacdo da Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). Além disso, revisdes bibliograficas como as de Isakozawa, Migita e
Takesawa (2016), Marion-Ferey et.al (2003) e Holmes et.al (2004), mostram que
métodos de remocdo quimica apresentam o0 mesmo tipo de dificuldade: a
descontaminacéo exige um cuidado especial e dificultoso por utilizar agentes quimicos
e toxicos ao ser humano, que podem causar diferentes efeitos colaterais nos
pacientes.

Uma nova alternativa de desinfeccédo, apresentada nesta proposta de pesquisa,
busca utilizar um método fisico alternativo como sanitizante: a radiacéo ultravioleta de

baixo comprimento de onda (UVC), que possui uma tecnologia germicida com alta
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eficacia e cientificamente comprovada onde, segundo a Sociedade Internacional
Ultravioleta, uma dose de 40 mJ/cm2 para o comprimento de onda de 254 nm é
suficiente para inativar pelo menos 99,99% de qualquer microrganismo patogénico em
sua forma planctonica (celular) (MACKENZIE, 2020; MALAYERI, 2006).

A radiacao ultravioleta sdo ondas eletromagnéticas que compreendem trés
diferentes faixas de comprimento de onda: UVA (320-400 nm), UVB (290-320 nm) e
UVC (200-290 nm) (WIDEL et.al, 2014). Os raios UVC sdo 0s que possuem o maior
poder germicida, pois sua radiacdo tem a capacidade de matar ou inativar
microrganismos por meio da danificagdo do DNA (REEDA, 2010). O principal modo
de inativacdo ocorre quando a absorcéo do foton forma dimeros de piramidina entre
as bases nitrogenadas de timina adjacentes do DNA, incapacitando o processo de
reproducdo desses microrganismos (REEDA, 2010). A Figura 5 ilustra a eficacia (%)

do poder germicida UVC em relagdo ao comprimento de onda eletromagnética (A

[nmY).

a — Curva de absorc¢éao do efeito

germicida pelo microrganismo.
b — Curva de absor¢cao do DNA.
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Figura 5 — Eficicia do poder germicida (%) em relagdo ao comprimento da
onda eletromagnética (A) (RENZEL, 2016).

Como podemos ver, o pico de efichcia germicida do espectro UVC,
representado pelas curvas “a” e “b”, se da entre a faixa de 250 — 270nm, tendo as
lampadas UVC de baixa pressdo de mercurio, que sdo as mais comumente

comercializadas, com pico de 254nm (curva “c”). Entretanto, dada a problemética da
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contaminac¢do em ductos de agua do circuito de hemodialise, é impossivel fazer uma
desinfeccdo interna dessas tubulacfes utilizando uma lampada por impedimentos
fisicos e estruturais (RENZEL, 2016). Portanto, uma nova tecnologia foi buscada para
que a lampada de baixa pressao de mercurio pudesse ser substituida, descobrindo-
se os light-emitting diodes (LEDs) emissores de radiagcao UVC com pico variando entre
260 — 270nm. Esses LEDs, além de possuirem dimensdes reduzidas que permitem a
aplicacdo em ambientes menores, ainda estdo dentro da melhor faixa de comprimento
de onda eletromagnética germicida e nao possuem nucleo de mercurio, tornando-os
mais ecologicos.

A préxima Secdo mostrara a revisao bibliografica realizada em cima dessa
tecnologia germicida através do uso de LEDs na remocado dos principais biofilmes
encontrados em sistemas de tratamento de agua de hemodidlise, tecnologias
utilizadas na desinfeccdo de tubulagBes e solucdes ja existentes no mercado que

possam ser um impeditivo no desenvolvimento tecnolégico desta solucao.
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2. Objetivos

O objetivo do trabalho foi construir um protétipo para comprovacdo em
laboratério de um cateter contendo fitas de LED UVC que pudesse ser introduzido na
tubulacdo e que fizesse a remocdo completa dos principais biofilmes fangicos e
bacterianos encontrados em tubulacdes do circuito de agua de tratamento de

hemodidalise. Para atingir esse objetivo, a pesquisa se dividiu em trés partes:

1. Comprovagdo microbiolégica de eficacia dos LEDs UVC contra biofilmes
fungicos e bacterianos cultivados em meios dialisatos, que sdo mais nutritivos
gue a agua e, portanto, favorecem a formacao de biofilmes mais resistentes.
Nesta etapa, o objetivo concentrou-se em criar um corpo de prova em um
circuito contendo LEDs UVC que pudesse ser aplicado diretamente sobre
placas de microtitulacdo de 96 pocos com intuito de comprovar a total remocao
de biofilmes maduros das seguintes espécies de microrganismos: Klebsiela
penumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Céandida
parapsilosis, Aspergillus fumigatus e Aspergillus niger. Ao fim desta etapa
buscou-se determinar o tempo e a dose de radiacdo necessarios para inativar
todos esses biofilmes através das analises de UFC/ml, atividade metabdlica
pela Resazurina, quantificacdo de biomassa por Cristal Violeta e microscopia
de varredura. Essa etapa trata-se da mais longa e que demandara mais minucia
de analise, por se tratar da etapa de comprovacao in vitro realizada em
ambiente controlado e que viabilizara a continuacdo da pesquisa e do
desenvolvimento tecnoldgico;

2. Pesquisa e construcdo do protétipo. Esse objetivo consistiu em pesquisar e
encontrar um material com todas as propriedades fisico-quimicas necessarias
para funcionar como cateter e involucro dos LEDs UVC, pesquisar fitas de LED
e uma geometria adequada para promover uma varredura axial e longitudinal
de toda a superficie da tubulacao, criar um desenho desse prototipo, comprar
todos os insumos e construi-lo em laboratério com intuito de realizar testes
sobre ele;

3. Realizacdo de testes e ensaios microbioldgicos e estruturais sobre o protétipo
apos a sua montagem como forma de comprovar o seu funcionamento (etapa

ainda em desenvolvimento). Nesta etapa sera introduzido um indculo
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contaminado na tubulagéo e seré avaliado o poder de esterilizacdo dos LEDs

UVC em ambiente relevante dentro do protétipo construido.
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Revisdo Bibliogréfica

Como a pesquisa desenvolvida se enquadra dentro de um programa de

mestrado profissional, que visa ndo s6 o desenvolvimento cientifico, mas também

tecnologico e mercadoldgico, esta revisdo bibliogréfica pautou-se em trés diferentes

tipos de fontes como viabilizacdo do desenvolvimento de uma tecnologia germicida

através de LEDs UVC para aplicacdo em tubula¢des do circuito de tratamento de agua

de hemodialise:

3.1.

3.1.1.

Revisdo cientifica académica, pautada nos principais artigos cientificos que
estudaram a utilizacdo de LEDs e lampadas UVC na remoc¢éo de biofilmes
bacterianos e fungicos e também em artigos cientificos que estudaram a
remocdo de biofilmes em ductos de 4gua de hemodidlise mesmo que nédo
através da tecnologia germicida de LEDs UVC;

Revisdo patentaria de viabilidade tecnologica e de liberdade de operacéo,
buscando as principais patentes existentes no mercado mundial que realizam
a desinfeccdo das paredes de tubulacbes de 4gua do circuito de hemodidlise
utilizando a tecnologia UVC e que possam restringir a liberdade de operacao
no desenvolvimento tecnoldgico da pesquisa;

Revisdo de mercado, buscando solucfes ja existentes que possam competir
direta ou indiretamente com o desenvolvimento tecnoldgico que é almejado

neste projeto de pesquisa.

Revisao Cientifica

Revisao de utilizacdo da tecnologia UVC na remocao de biofilmes

Abaixo segue uma revisédo bibliografica de trabalhos que realizaram estudos do

efeito da radiacdo UVC sobre alguns dos microrganismos mais comuns de se

encontrar em ambiente aquoso e de hemodialise, bem como também a dose de

radiacdo necessaria para conseguir a inativagdo desses microrganismos e 0sS

principais métodos de analise dessa eficacia de inativacao.



27

No trabalho de Bak et.al (2010), foi demonstrada a eliminagdo do biofilme
composto pela bactéria Pseudomonas Aeruginosa em cateteres urinarios utilizando
LEDs UVC. Seu estudo mostrou que, em tubos de teflon contaminados com biofilme
com concentragéo entre 5x10° e 1.3x10° Unidades Formadoras de Col6nica por ml
(UFC/mI), a taxa de desinfeccao apds exposicao a radiacdo UVC, para periodos entre
15 e 300 minutos, variou entre 96 e 100%. O método de contagem UFC consiste em
retirar amostras da solu¢do contaminada apds testagem, semear essas amostras em
meio de cultura nutritivo e incuba-las em determinada temperatura para verificar a
viabilidade desses microrganismos. Caso esses microrganismos estejam viaveis,
mesmo apoOs sofrer a irradiacdo, eles irdo se reproduzir durante o periodo de
incubacéao.

Do-Kyun Kim & Dong-Hyun Kang, (2018) investigaram as constantes da taxa
de inativacao de varios microrganismos utilizando a matriz de LED UVC como agente
sanitizante. Seu estudo mostrou que a eficacia de inativacdo da infectividade viral
alcancou reducdes de 5 log sob uma intensidade de radiacdo de 45 mJ/cm? para os
virus MS2, QB e ¢X174. A eficacia na inativacdo de Escherichia coli O157:H7,
Salmonella enterica serovar Typhimurium, Listeria monocytogenes e Staphylococcus
aureus aerossois alcancaram reducdes de 2,5 a 4 log para uma intensidade de 1,5 a
4,6 mJ/cmz. Para a Aspergillus flavus e Alternaria japonica foram alcancadas reducdes
de 4 log usando radiacdo UVC LED.

Gora et. al. (2019) realizaram um estudo da inativacdo de biofilmes de P.
aeruginosa através da utilizacdo de LEDs UVC com pico de irradiagdo em um
comprimento de onda de 265nm. Seu estudo mostrou uma inativagéo de 1,3 + 0,2 log
apos uma dose de irradiacdo de 8mJ/cm2,

O estudo realizado por Galezzo & Susa (2021) avaliou o efeito da exposi¢éo da
radiacdo UVC de LEDs na inativacdo de bactérias das espécies K. pneumoniae e E.
coli inoculados em amostras de agua na sua forma plancténica. Ap0s exposicao a
uma dose de radiagédo de 21,5mJ/cm?, foram atingidos uma reducao de 7 e 4log para
a E. coli e K. pneumoniae, respectivamente, na contagem de UFC/ml apds 24h de
incubacédo a 37°C. Inéculos na forma plancténica indicam microrganismos suspensos
em alguma solucdo sem a formacao de colonias e conglomerados que denotam o
surgimento de biofilmes.

Argyraki et. al. (2018) mostraram a eficicia de eliminag&o de biofilmes maduros

de P. aeruginosa, apos 24h de maturacao através da utilizacdo de LEDs ultravioleta
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com pico de radiacdo de 296nm. Neste estudo, foi comprovado ndo s6 o potencial
germicida de LEDs na faixa UVC, UVB e UVA, mas também a possibilidade de um
estudo fisico-quimico de eficacia através de um tratamento fototerapico em conjunto
com antibidticos, tendo a luz como catalisadora e potencializadora dos efeitos
antibiéticos. Ja o trabalho de Elasri & Miller (1999) mostrou a eliminagéo de biofilmes
maduros de P. aeruginosa em meio de cultura nutritivo Caldo Luria (LB; Gibco-BRL,
Gaithersburg, Md.) através de utilizacdo de lampadas com pico de irradiacdo em
256nm. Esse estudo mostrou uma reducdo na quantidade de Unidades Formadoras
de Colbnias por mililitros (UFC/ml) de quase 90% apds uma irradiacdo de 20J/cm2,
mostrando uma porcentagem alta de reducdo da viabilidade desses biofilmes. Foi
possivel observar, neste estudo, que quando o biofilme é exposto a radiacdo UVC em
um meio de cultura nutritivo propicio para o seu desenvolvimento, a dose de radiacéo
necessaria € muito maior que quando ele é exposto em um inéculo formado por agua.

Quanto as leveduras, Binns et. al. (2020) realizaram o estudo da eficacia de
lampadas UVC, com pico de radiacdo em 254nm, na eliminac&o de biofilmes maduros
de C. albicans ATCC90028 cultivados em meio de cultura nutritivo Caldo Sabouraud
e sobre placas de acrilico em placas de microtitulacéo de 6 po¢os. Seu estudo mostrou
que, com uma dose de irradiacdo de 210mJ/cmz2, foi obtida uma reducdo de
aproximadamente 99,9% na reducéo das UFC em rela¢éo ao grupo controle que néo
recebeu o tratamento UVC.

Em relacéo a fungos filamentosos, Sisti et. al. (2017) estudaram a eficacia da
desinfeccdo da radiacdo UVC em lampadas de baixa pressdo de mercurio com pico
de radiacdo em 254nm em diversas espécies do género Aspergillus sp na sua forma
planctdnica em &gua mineral de torneira. Com uma intensidade de radiacdo de
3,2mW/cm2 e com um periodo de exposicdo de 40 segundos foi possivel eliminar
todos os tipos de Aspergillus através da contagem de UFC. Embora sejam escassos
os estudos da aplicagdo da UVC sobre biofilmes do género Aspegillus sp, é muito
importante encontrar estudos realizados sobre esse género, pois ele € muito
comumente encontrado na agua, causando aspergilose e liberando aflotoxinas
(NOURMORADI et. al.,, 2012). Nourmoradi et. al. (2012) também realizaram um
estudo do efeito da radiacdo UVC sobre diversas espécies do género Aspergillus sp.
utilizando lampadas com comprimento de onda de 254nm. Em seus estudos, A. niger,
A. flavus e A. fumigatus foram inativados a um indice de reducdo de 4log com uma

dose de radiacédo de aproximadamente 25mJ/cm?2 em sua forma plancténica.
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Por fim, Lou et. al. (2022), trouxeram uma revisdo bibliografica de vérios
estudos que foram realizados sobre a acdo da radiacdo de LEDs UVC em diferentes
tipos de biofilmes que se formam em estruturas compostas com agua e agua de
esgoto, tendo tubula¢cdes como parte dessas estruturas. Nela, é possivel observar que
o biofilme mais frequentemente estudado, assim como nos demais artigos dessa
revisdo bibliografica, € a bactéria P. aeruginosa. Além disso, a revisdo apresenta
informacfes importantes como: a reducao log na viabilidade de cada espécie de
biofilme, periodo de maturacao e tipo de solugdo aquosa estudada, baseando-se na
dose de radiagéo utilizada pelos LEDs, em mJ/cm?2, e no pico de comprimento de onda
utilizado como fonte emissora de radiacao dos LEDs.

A revisao bibliografica de base cientifica sustentou que ha diversos estudos de
andlise do efeito da radiacdo UVC sobre diferentes géneros e espécies de
microrganismos, tanto em sua forma planctonica quanto na formacao de biofilmes.
Além disso, os estudos mostraram 0S microrganismos que sdo mais usualmente
encontrados em amostras de agua contaminadas e cujos testes sdo também
realizados em amostras contaminadas de agua. Foi possivel observar, também, que
a dose de radiacdo necesséaria para eliminar microrganismos em sua forma
planctdnica € muito menor que a dose necessaria para realizar a inativacdo na forma
de biofilme, pois a matriz extracelular formada nos biofilmes oferece resisténcia a
penetracdo da luz UVC e, portanto, exige maior energia de irradiacdo para ser
inativado. Somado a isso, as doses de radiacao aplicadas em cada estudo para atingir
a desinfeccdo ou até a esterilizacdo variam consideravelmente, reforcando a
necessidade de um estudo que identifigue melhor a dose necessaria para inativar 0s
biofilmes.

Foi possivel observar que os estudos realizados sdo majoritariamente voltados
para o estudo de viabilidade através da contagem de UFC/ml apds periodo de
incubacdo. Notou-se, portanto, a necessidade de ir além no estudo do efeito da
radiacdo UVC sobre biofilmes, principalmente os supracitados que sdo mais comuns
de serem encontrados em ambiente aquoso e, consequentemente, em um sistema de
tratamento de agua de um circuito de hemodialise. Por isso, neste trabalho foram
estudados, além do método de analise de UFC/ml, estudos de atividade metabdlica
dos microrganismos através do reagente Resazurina, quantificacdo de biomassa
atraves do reagente Cristal Violeta e Microscopia de Varredura para visualizacdo do

biofilme ap0s exposi¢cdo. Todos esses métodos de analise sdo explicados em maiores
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detalhes em Materiais e Métodos, mas eles comprovadamente aumentam a
confiabilidade da analise e ddo maior respaldo para a comprovacao cientifica da

eficacia da radiacdo UVC sobre biofilmes fungicos e bacterianos.

3.1.2. Outros métodos de desinfecc¢do utilizados na desinfec¢éo de tubulacdes

de dgua do circuito de hemodidlise

Dentre os métodos mais utilizados para fazer a remog¢ao de microrganismos e
biofilmes presentes em ductos de agua de hemodialise, 0 mais comumente utilizado,
inclusive comercialmente, é o processo de ozoniza¢do. O 0zdnio é um composto
quimico germicida que tem alta eficacia na eliminacdo de microrganismos e que,
quando aplicado em clinicas de hemodidlise, trata-se de um equipamento que oxida
0 oxigénio, transformando-o em o0zbnio e aplicando-0 na agua que esta circulando
pelas tubulacdes.

O processo de esterilizacdo via ozonizagcdo € um forte concorrente da
esterilizacdo ultravioleta, pois trata-se de um método alternativo aos tratamentos
quimicos convencionais. No entanto, Pohl et. al. (2020) realizaram um estudo da
toxicidade dos bioprodutos formados a partir do processo de ozonizacdo em embrides
de zebrafish, demonstrando que alguns desses bioprodutos diminuem o batimento
cardiaco e aumentam os riscos de ma formacdo embrionaria. Além disso, agua
potavel pode conter ions de brometo que reagem diretamente com o ozénio formando
bioprodutos organicos com alta toxicidade (WU et. al, 2020). Portanto, h& alguns riscos
presentes na ozonizagao ainda pouco estudados e que o colocam em desvantagem
em relacdo a radiacao ultravioleta.

Por outro lado, Souza et. al.,, (2019) realizaram um estudo para destruir
biofiilmes de C. parapsilosis a partir da vibracdo de eletrodos filamentados de
tungsténio (W/WOQO3). O trabalho avaliou a destruicdo de cadeias de carbono dos
biofilmes atraves das vibracdes do eletrodo, atingindo uma eficacia de cerca de 40%
na destruicao total do biofilme apds 120min de utilizacdo. Entretanto, esse processo
alcancou um alto indice de inativacdo do biofilme nos liquidos dialisato em cinco

minutos para a solugéo acida e sessenta minutos para a solugéo basica.
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3.2. Revisao de propriedade industrial

A revisao de propriedade industrial partiu de uma busca centrada na procura
por sistemas que fizessem a desinfeccao e esterilizacao de ductos de 4gua (do circuito
de 4gua de hemodialise ou ndo) através da utilizacdo de LEDs UVC como agentes
bactericidas. Foram buscadas duas bases de patentes: a) busca por patentes
brasileiras através do portal do Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI); b)
busca por patentes internacionais através do portal google patentes utilizando o
namero de IP da UNESP através da configuragdo VPN.

a) A busca realizada dentro do INPI ndo encontrou nenhuma patente de invencéao,

como mostra a Figura 6.
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Figura 6 — Buscas por patentes no INPI relacionando a UVC a hemodiélise (a) e a
agua (b)
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Como podemos ver na Figura 6, mesmo uma pesquisa simples com apenas 3
palavras-chave em uma procura por resumo da patente, que € a forma de procura
mais abrangente, ndo encontrou nenhum resultado. Isso ressalta que ndo ha restricao
a liberdade de operacéo e de pedido de uma patente a partir da pesquisa realizada
no banco de dados do INPI.

b) A busca de patentes no banco de dados do google (google patentes), por sua
vez, encontrou outras invencdes que estao mais proximas ao sistema de esterilizacao
de ductos de agua através de LEDs emissores de radiacdo UVC. Durante as
pesquisas de busca de patentes internacionais, ndo foram encontradas solucdes para
a desinfeccao de tubulacdes do circuito de 4gua de hemodidlise, embora existam, em
algumas clinicas, etapas de filtragem fixas por UVC no circuito de filtragem da agua,
normalmente inseridas ap0s a osmose reversa e antes da entrada no tanque
reservatorio (tank, da Figura 4). Portanto, foi realizada uma busca de patentes mais
abrangente, procurando solu¢cdes que promovam a desinfeccéo de tubulacfes atravées
da tecnologia germicida UVC, mas que nao necessariamente sdo realizadas em
ambiente de hemodialise como forma de identificar quaisquer restricdes na liberdade

de operacéo.

o US20170174536A1 - Disinfection of water mains using ultraviolet light and

oxidizing agentes

Esta patente trata-se de um dispositivo monitorado e movimentado por controle
remoto, que introduz um equipamento que desinfeta as tubulacdes utilizando radiacao
ultravioleta e agentes oxidantes. E realizada por meio de uma lampada e é utilizada
principalmente para realizar a desinfeccdo de tubulacGes de abastecimento que
possuem diametros maiores. Usa um sistema para garantir que a fonte de desinfecgao

(lampada) esteja sempre posicionada axialmente a tubulagéo.
o CN104045125A - Ultraviolet disinfection pipeline
Essa patente demonstra um equipamento que compde um sistema estacionario

de desinfeccdo UVC que é acoplado em uma secédo da tubulacdo. Trata-se de um

dispositivo que realiza a desinfeccdo da agua quando esta passa pela secao
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composta pelas lampadas, portanto ndo realiza a desinfec¢cdo da tubulacéo e de

possiveis biofilmes que possam se formar nas paredes dos ductos.

o US9376333B2 - Inline UV LED water disinfection and heating

Esta patente trata-se de uma placa contendo LEDs UVC que faz a filtragem da
dgua em uma secdo da tubulacdo. Na sessdo que contém os LEDs, o corpo da
tubulacéo é trocado por um material transmissivel a radiacao ultravioleta, permitindo
gue os LEDs estejam protegidos da agua, mas que ainda promovam a desinfecc¢ao.
E um método de desinfeccdo estacionario que promove a desinfeccdo da agua
enquanto ela passa pelos LEDs que foram posicionados em uma sesséo especifica
da tubulacéo, portanto ela ndo é capaz de fazer a desinfeccao das tubulacgées.

° CN111533242B — Ozone and ultraviolet combined disinfection device for

sewage pipeline

Esta patente criou um dispositivo que combina geracdo de ozbnio e
desinfeccdo por Ultravioleta em tubulagbes de esgoto. O dispositivo dispde de um
motor e um controle remoto que permitem gue esse dispositivo faca uma varredura
pela tubulacdo. Esse equipamento, por se destinar a sistemas de tratamento de

esgoto, ele utiliza lampadas ao invés de LEDs UVC.

Como podemos ver, ndo foi encontrada uma solucao que propunha a criacédo
de um sistema que faca a desinfeccéo das tubulacdes, considerando-se as paredes
dos ductos, e que também utilizasse LEDs emissores de radiacdo UVC, o que da a
esse desenvolvimento tecnolégico uma total liberdade de operacédo e com chances de
uma protecdo de propriedade industrial, tanto para um processo quanto para um

produto.
3.3. Busca Mercadolégica
Existem diferentes tipos de empresas que fornecem servicos de

descontaminacdo e filtragem para preparagdo da agua segundo as normas

reguladoras da ANVISA e que podem ser enquadradas como concorrentes indiretos.
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Existem, primeiramente, empresas que fornecem sistemas de esterilizacdo por meio
da ozonizacdo, tais como a Permution MultiServicos e Distribuidora LTDA. e a
Saubern - Vivax - Industria e Comercio de Equipamentos LTDA. O processo de
esterilizag&o via ozonizagdo é um forte concorrente da esterilizagao ultravioleta, pois
trata-se de um método alternativo aos tratamentos quimicos convencionais. Além
disso, existem empresas que fornecem servicos e produtos para a filtragem,
descontaminacéo e analise da agua segundo os padrfes estabelecidos pela ANVISA,
realizando descontaminacao de tubulagdes por remog¢do quimica, que possui riscos
de depésito de residuos. Alguns exemplos delas: Acquamedic Manutencdo em
Equipamentos Hospitalares LTDA, Suez Water Technologies and Solutions Brasil
Tratamento de Aguas LTDA e Ipabras Industria e Comercio LTDA. O grande
diferencial entre o produto a ser desenvolvido nessa pesquisa e os demais oferecidos
pela concorréncia € a sua capacidade de esterilizar ndo s6 a agua, mas também as
paredes das tubulacdes

Nenhuma das empresas concorrentes citadas acima apresentam eficacia
comprovada contra fungos e néo oferecem seus servicos para a descontaminacao
especifica de fungos.

A partir de todas as pesquisas e revisdes bibliograficas mercadolégicas, de
patentes e cientificas, foi possivel pensar na criacdo de um protétipo que pudesse
realizar a remocéao de biofilmes de ductos de 4gua do circuito de hemodialise através
da utilizacdo de LEDs UVC. O principal objetivo da criagdo desse protétipo foi
desenvolver um sistema de insercao e remocao de LEDs UVC dentro de ductos de
hemodialise, promovendo assim uma remocdo completa de todos os contaminantes
que possam se prender nas paredes dos ductos em um sistema de varredura
completa por toda a extensédo da tubulagéo. Para isso, ideou-se a criacdo de um
cateter removivel que funcionasse como invélucro para fitas de LED e que fizessem
uma iluminacédo axial em 360° e longitudinal por toda a extenséo das tubulacdes. Além
disso, parte da ideia do projeto consistiu em criar um sistema que pudesse ser
removivel e que pudesse ser aplicado durante a madrugada, horario em que as
clinicas de hemodiélise estivessem fechadas.

Para tal desenvolvimento, criou-se uma metodologia e um cronograma de
execucao, em etapas, para que esse objetivo pudesse ser atingido durante toda a

duracéo do programa de pés-graduacéo.
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4. Metodologia

4.1. Comprovacao microbioldgica

O trabalho optou por realizar uma comprovacdo cientifica em etapas,
comecando primeiramente com um estudo de eficacia in vitro, em cabine de
seguranca de fluxo laminar e em placas de microtitulacdo de 96 pocos. Essa primeira
etapa consistiu na criagdo de um corpo de provas contendo os LEDs UVC que
pudesse promover uma avaliacdo experimental, do verdadeiro potencial germicida
dos LEDs na inviabilizacdo celular de biofiimes maduros de C. parapsilosis, C.
albicans, P. aeruginosa, K. pneumoniae, A. fumigatus e A. niger. Em seguida, foram
realizados testes com exposicdes diretas desses biofilmes a radiacéo e os resultados
foram avaliados com base na avaliacdo de atividade metabdlica, quantificacdo de

biomassa e contagem de UFC.

4.1.1. Construcédo do corpo de prova e testes pré-experimentais

Para a criacao do corpo de prova, foram utilizadas:

e Duas placas de circuito de fenolite padrdo tipo ilha como bases para a
construcdo do circuito que abrigou os LEDs;

e Quatro bases de madeira com 3cm de altura, 3cm de largura e 8 cm de
comprimento;

e 60 LEDs diodo profundo UVC + UVA, modelo SMD 3535, pico de eficacia para
o0 comprimento de onda variando entre 260 e 270nm, tensao de trabalho
continua 6V, poténcia nominal de 0,2W e angulo de iluminacao conico em 120°;

e 60 resistores com resisténcia elétrica de 100Q cada;

e Fios conectores com nucleo de cobre e espessura de 1mm;

¢ Regulador De Tenséao Ajustavel Lm2596 Dc-dc Display Step Down, com tensao
de entrada continua de 4 — 40V, tensdo de saida ajustavel de 1,25 — 37V,

corrente nominal de trabalho de 2A e corrente méaxima de trabalho de 3A.
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e Fonte AC/DC, com tensao de alternada de entrada de 100 — 240V, corrente
nominal de 1,5A e frequéncia de 50 — 60Hz. J& na saida, a fonte utilizada

fornece uma tensao continua de 19V e corrente nominal de 3,42A.

A montagem do circuito foi realizada segundo a configuracdo série-paralelo,
que permite que os LEDs trabalhem com tenséo continua de forma mais estavel. Essa
configuracdo consiste em associar o LED em série com um resistor (R;) e associar
esses dois componentes em paralelo com outros conjuntos em série desses dois

componentes. A Figura 7 mostra essa combinagao.

| I
| |
! Ry LED_UVC1 |

100 /’l,v
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100 | ’ll

VDC
1 |||| 2
| |

Figura 7 — Desenho esquemaético da configuracdo de circuito em série e paralelo

Para a confeccéo do corpo de prova, foram escolhidos resistores com o valor
nominal de 100Q), pois trata-se de um valor de resisténcia comercial amplamente
utilizado e de facil acesso. Nessa configuracao em paralelo, a fonte de tenséo continua
(VDC) fornece uma tenséao igual a todos os conjuntos de LED mais Resistores, que
estdo associados em série, garantindo assim que uma mesma fonte de tensdo possa
alimentar o circuito inteiro com a mesma tensdo continua, que foi o caso dos dois
corpos de prova criados para os testes laboratoriais. A Figura 8 mostra o esquema
elétrico do corpo de prova montado para a realizacdo dos testes, dispostos de forma
semelhante a montagem realizada na pratica.

A maior eficiéncia de um raio luminoso se da quando este incide
perpendicularmente ao objeto que se deseja iluminar. Para o caso da confeccao do
corpo de prova, foi necessario garantir que a disposi¢cao dos LEDs fosse construida

de forma que garantisse a iluminagao direta e perpendicular de um LED por poco da
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placa de microtitulagéo, onde os biofilmes foram cultivados. Para atingir esse objetivo,

foram tomadas medidas de distancia entre cada poc¢o da placa e essas medidas foram

utilizadas na construcdo do circuito sobre a placa de fenolite, como mostra a Figura 9.
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Figura 8 — Desenho esquematico do circuito elétrico do corpo de prova
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Figura 9 — Corpo de prova montado (a); disposi¢cao dos LED’s de maneira a
produzir incidéncia direta de um LED por poco (b) e utilizagdo do corpo de prova

durante o procedimento experimental

A Figura 9(a) e a Figura 9(b) mostram a construcéo e disposicédo dos LEDs na
pratica e a disposi¢édo de 1 LED sobre cada poco de cultivo do biofilme. A Figura 9(c)
mostra que, para que o circuito pudesse irradiar a luz UVC de forma direta e
perpendicular sobre cada poco, foi necessario encaixar a placa de 96 pocos embaixo
do circuito montado. Para isso, foram utilizadas bases de madeira que foram pregadas
sobre o circuito montado na base de fenolite, cuja altura, de 3cm, foi a necesséria para
gue as placas de microtitulacdo pudessem ser colocadas embaixo do circuito de forma
ajustada e sem riscos de choque entra a placa e o circuito. A base de fenolite furada
foi escolhida para que toda a fiagdo pudesse ser passada e soldada na parte superior
da placa de circuito, permitindo que apenas os LEDs ficassem em contato direto com
a placa de 96 pocos (Figura 9(b)). Da mesma forma, os resistores foram posicionados
a uma distancia segura da fonte de iluminagéo, de forma a ndo exercerem quaisquer
influéncias que pudessem prejudicar a iluminagéo perpendicular e direta.

Foram utilizados 30 LEDs por cada placa de microtitulacdo de 96 pogos, pois 0
restante dos pocos foi reservado para a realizacdo de controles de esterilidade dos
meios de cultura utilizados e para controle de contaminacdo sem a aplicacdo da UVC
germicida. Porém, para que ndo houvesse risco de iluminacgéo indireta dos LEDs sobre
0S pocos reservados para controle, foi posta uma barreira fisica, ndo transmissivel a
UVC, entre os pocos que sofreriam a radiacdo e os reservados para 0s controles.
Essa barreira fisica foi construida colando-se uma tira de papel craft (papeldo) na
fileira que divide os pocos irradiados daqueles reservados para o controle.
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O circuito montado foi ligado na saida do regulador de tenséo ajustavel, que
por sua vez teve a sua entrada ligada a fonte de tensdo AC/DC com saida de tensao
constante de 19V. Entretanto, antes que pudesse ser feita a ligacédo, foi necessario
calcular qual deveria ser a tensdo de saida fornecida pelo regulador de tenséo, de
forma que cada LED recebesse a alimentagéo de tens&o continua variando entre 5 —
6V. Primeiramente foi calculada qual a corrente elétrica que deveria passar pelo LED,
considerando seus valores conhecidos de poténcia e tensdo nominais, através da

Equacéo (1).
=, (1)

Onde I é a corrente elétrica, P, é a poténcia nominal do LED e V, é a tenséo
nominal do LED. Em uma configuracdo em série, a corrente se mantem a mesma e
as tensdes sao divididas, portanto o conjunto em série do LED mais resistor devem
ter a mesma corrente I. Em seguida, sabendo o valor de resisténcia elétrica nominal
de cada resistor, foi possivel calcular a queda de tensdo sobre o resistor da

associacdo em série através da Equacéo (2).
Vg = RI (2)

Onde V; € a queda de tensdo no resistor e R € a resisténcia nominal do resistor.
A tensao Vy calculada somada a tensao V;, nominal do LED indicam a queda de tensé&o
total da associacdo em série. Todas as associacfes em série de LED mais Resistor
foram acopladas na configuracdo paralelo e nesta configuracéo a tensdo se mantém
constante. Portanto, a soma das quedas de tenséo do resistor e do LED indicaram a
tensdo de saida do regulador de tensdo para que o LED trabalhasse com suas
configuracbes nominais. Apés a montagem do circuito, medidas de tenséo e corrente
foram tomadas utilizando um multimetro digital, de forma a garantir que a tenséo
fornecida na pratica fosse igual a tensédo calculada.

Por fim, antes da utilizacdo do corpo de prova nos experimentos e avaliagao de
eficécia, o circuito foi ligado e foi medida a intensidade de radiagéo de cada LED UVC
através de um medidor de radiacdo UVC com resposta em uW /cm? com espectro de

medic&o na faixa de radiacdo entre 220 — 280nm com pico de medi¢cdo em 254nm. A
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medicao realizada e a determinagdo do tempo especificado para a realizagdo do
experimento permitiram o calculo da dose de radiacao utilizada no experimento, que
€ a unidade fornecida pela maioria das revisfes bibliograficas para determinar qual é
a dose necessaria para eliminar diferentes espécies de microrganismos. A Equacéo
(3) mostra o célculo da dose de radiacao.

¢ = 0t 3)

Onde ¢ é a dose de radiacdo calculada em uj/cm?, @ é a intensidade de
radiagdo medida em uW /cm? e t é o tempo de exposi¢do da radiagdo UVC sobre o
biofilme em segundos. O tempo foi escolhido a partir de pré-testes realizados e da
revisdo bibliografica, na tentativa de encontrar o menor tempo necessario para atingir
0 parametro de esterilizacdo de todos os géneros de biofiimes estudados neste
trabalho.

Além da medicao do indice de radiacéo, foi necessario especificar qual a altura
gue o LED seria posicionado em relacdo aos pocos, levando em consideracao que o
angulo de incidéncia do LED é cbnico em 120° e que a intensidade de radiacdo dos

LEDs respeita a lei do inverso do quadrado da distancia, como mostra a Equacao (4).

0(25) o= (4)

cm?2 r2(cm)

Onde r € a distancia radial da fonte luminosa as paredes dos poc¢os. O esquema
simplificado da incidéncia dos raios ultravioletas nos pocos da placa de microtitulagéo

€ ilustrado na Figura 10.
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Figura 10 — Esquema simplificado da incidéncia de radiacdo nos pogos
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Na Figura 10, d é o didametro conhecido do poco, h € a altura do LED até o
biofilme formado no fundo do poco, rl é a distancia do raio UVC perpendicular ao
fundo do poco, r2 € a maior distancia entre o raio UVC e a formacédo do biofilme,
situado nas arestas do poco, e a € o angulo formado entre rl1 e r2. Como o angulo de
iluminacdo do LED € 120° sendo 60° para cada direcdo em relacdo ao raio
perpendicular, a distancia h entre o LED e fundo do poco foi posicionada de forma que
obrigatoriamente a < 60°. Além disso, como a eficiéncia da radiacao diminui conforme
aumenta-se 0 angulo a, a medicdo da radiagcdo com o sensor foi realizada

considerando-se a distancia do maior angulo a.

4.1.2. Microrganismos e meios de cultura utilizados durante o experimento

Para os experimentos, foi escolhida a utilizacdo dos meios dialisantes sem e
com o enriquecido de glicose como meio de cultura objeto dos experimentos. Os
meios dialisantes sdo solu¢cfes minerais utilizadas no processo de filtragem sanguinea
por difusdo durante o procedimento de hemodialise e sua composicao favorece a
formacdo de biofilmes, tornando-os mais ideais para ser objetos de estudo se
comparados com apenas a agua tratada. Sua composicdo consiste em uma
dissolucdo de uma solucdo acida e uma solugcédo basica em agua, onde a solucéo
acida é composta por: NaCl - 172,20g/L, KCI - 5,5¢/L, CaCl2.2H20 - 8,0g/L, e
MgCI2.2H20 - 3,72g/L com pH final variando de 1,7 a 2,6; j& a solucdo basica €
composta por NaCl - 23,6g/L e NaHCO3 - 65,9g/L com pH final variando de 7,5 a 8,2.
Para cada litro de meio dialisante foram misturados 27mL da solucéo acida, 49mL da
solucdo béasica e 924mL de agua destilada. Todas as solucdes foram submetidas a
esterilizagdo em autoclave a 121°C por 15min.

De acordo com Burmeister et al. (2012), a adicao de glicose 0,09g/L (p/v) ao
dialisado evita episddios de hipoglicemia em pacientes durante as sessdes de didlise,
portanto também foi objeto de teste a solucdo dialisante adicionada com glicose a
0,09g/L, filtrada através de um filtro de poro de 22um de didmetro (TPP, Biogen,
Europa).

Além disso, foram utilizados meios de cultura nutritivos durante os
experimentos como meios de controle de crescimento e Vvitalidade dos
microrganismos e como forma de verificar a eficacia da radiagdo UVC em meios

altamente ricos e propensos a formacao dos biofilmes. Para os testes nos biofilmes
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de Candida parapsilosis e Candida albicans foi utilizado o meio de cultura Roswell
Park Memorial Institute (RPMI 1640, Sigma, St. Louis, MO), para os testes nos
biofilmes de Pseudomonas aeruginosa e Klebsiela pneumoniae foi utilizado o meio de
cultura caldo Mueller Hinton (MH) e, por fim, para os biofilmes de Aspergillus fumigatus
e Aspergillus niger foi utilizado o meio de cultura caldo batata dextrose.

4.1.3. Metodologia de analise para C. parapsilosis e C. albicans

Foram utilizadas para a analise das céndidas: contagem de unidades
formadoras de colonia (UFC), quantificacdo de biomassa através de cristal violeta
(CV) e analise de atividade metabdlica por meio de rasazurina como métodos de
andlise da eficacia da radiacdo UVC frente a todas as espécies de biofilmes
estudadas.

4.1.3.1. Condicdes de cultivo e exposicao a UVC das espécies C. parapsilosis e C.

albicans

Ambas as cepas foram cultivadas em meio agar Sabouraud, a 37 C e
submetidas a repiques 24 horas antes dos experimentos. A producao dos biofilmes foi
realizada em trés meios de cultura: dialisante sem glicose (DSG), dialisante com
glicose (DCG) (0,09g/L) e RPMI 1640 suplementado com 2% de glicose. Os indculos
foram determinados a partir de solucdo padrao de McFarland 0,5 e, acrescentados a
microplacas de 96 pocos, a formacéo dos biofilmes ocorreu em estufa a 37°C, sem
agitacdo, até sua maturacao em 48 horas.

Apés a maturacdo dos biofilmes, os grupos testes foram expostos a radiacéo
UVC sob os corpos de prova confeccionados, conforme explicado no Item 4.1.1 em
fluxo laminar por 2 horas. Os grupos controles foram protegidos da radiagao UVC por
um pequeno retangulo de papel craft pardo estéril introduzido entre as colunas 6 e 7
da microplaca. Além disso, uma tampa foi mantida sobre os controles durante o

processo para evitar contaminacoes.
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4.1.3.2. Atividade metabdlica da C. parapilosis e C. albicans através do ensaio de

resazurina

Em experimentos preliminares, foi observado que os biofilmes desenvolvidos
nos meios dialisantes ndo demonstraram atividade metabdlica, ou seja, nao foi
observada a mudanca de cor do corante metabdlico resazurina, embora fosse
observado crescimento destes biofilmes em placas de agar Sabouraud. Para a
resolucéo deste problema foram realizadas algumas tentativas como a diminuigéo da
concentracéo de resazurina e 0 aumento do tempo de incubagdo com o corante, no
entanto tais medidas ndo surtiram efeito. A adaptacdo que finalmente promoveu a
atividade metabolica foi a substituicio dos meios dialisantes pelo meio RPMI
imediatamente antes da incubagdo com o corante, incluindo essa alteracdo no
protocolo de medicéo de atividade metabdlica (PETTI et. al., 2011).

Apos exposicdo a radiacdo UVC, os meios nos quais os biofiimes foram
produzidos (DSG, DCG e RPMI) foram substituidos por RPMI 1640 suplementado (2%
de glicose) novo, 200 pL por poco. Em seguida, foi adicionada aos pogos 20 pL de
solucdo de resazurina (0,02%) e a microplaca incubada a 37°C, sem agitacéo e
protegida da luz. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 570 e 600 nm,
de hora em hora, iniciando com 2 horas e finalizando com 8 horas de incubacéao.

Considerando a reacao de metabolizacdo realizada pelas células, na qual a
resazurina (azul) é reduzida a resorufina (rosa) bem como os picos de absorbancia de
ambas as moléculas (leitura no espectrofotbmetro no comprimento de onda de 600
nm e 570 nm, respectivamente), os dados de absorbancia obtidos foram corrigidos
subtraindo-se dos valores obtidos em 570 nm os valores obtidos em 600 nm e a média
do branco (meio de cultura sem crescimento flingico e sem aplicagéo da luz UVC).

Em seguida, as médias dos controles a partir de 4 horas foram comparadas em
gréficos de linhas de modo a definir o melhor tempo, ou seja, a hora na qual o pico de
absorbancia da resorufina foi atingido. Foram realizados trés experimentos

independentes, com 0s grupos controles e testes em quintuplicata.
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4.1.3.3. Analise de biomassa da C. parapsilosis e C. albicans através do ensaio de

cristal violeta

A analise da biomassa foi realizada com o objetivo de analisar se houve a
destruicdo da matriz extracelular dos biofilmes maduros apds o tratamento pela
radiacdo UVC.

Apoés exposicado a luz UVC, o sobrenadante das microplacas foi removido e
seguiu-se uma lavagem dos poc¢os com solucdo tampé&o Phosphate Buffered Saline
(PBS). Em seguida, os biofilmes foram fixados com 200 pL de metanol por poco por
15 minutos, e ap6s a remoc¢do do metanol, foram secos por alguns segundos a
temperatura ambiente dentro do fluxo laminar. A solucéo de cristal violeta (0,1%) foi
adicionada aos pocos (200 pL/pogo) por 20 minutos e, em seguida, foram lavados
sucessivamente com agua destilada, por 3 a 4 vezes, até a remocado completa do
excesso de corante. Ao final, foram adicionados 200 uL por poco de solucao de acido
acético com concentracdo de 33% e a leitura subsequente foi realizada em
espectrofotometro no comprimento de onda 570 nm. Foram realizados cinco
experimentos independentes, dos quais o primeiro foi realizado em triplicata e os

outros em quintuplicata.

4.1.3.4. Contagem de UFC da C. parapsilosis e C. albicans

A quantificacdo de UFC foi realizada com o objetivo de complementar a analise
de viabilidade celular das Candidas apds exposicdo a radiacdo UVC.

Para a realizacdo do plagueamento e posterior contagem de UFC, foi feita a
raspagem do fundo do poco para descolamento do biofilme, em seguida aliquotas de
cada poco foram retiradas, diluidas em solucdo PBS e plaqueadas com a deposicéo
de aliquotas de 50uL sobre placas de petri contendo agar Sabouraud. A solugéo foi
homogeneizada na placa utilizando-se pérolas de vidro.

As contagens iniciais foram realizadas com diluigbes 1:100, no entanto nesta
condicdo os controles apresentaram valores muito acima da faixa recomendada em
literatura, que é de 30 — 300 colbnias por placa. Para resolugédo deste problema, foi
realizado o plagueamento (duplicata) de uma diluicdo seriada dos grupos controles,

no qual definiu-se a diluicdo de 1:10.000 como padrao para experimentacado de ambas
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as Candidas em todos os meios de cultura, visto que as contagens nesta diluicao se
mantiveram dentro da faixa mencionada.

Apos o plagueamento, a contagem foi realizada apdés incubacao a 37°C, por 24
horas para C. albicans, e 48 horas para C. parapsilosis. Foram realizados dois

experimentos independentes, com grupos testes e controles em duplicata.

4.1.4. Metodologia de anélise para K. pneumoniae e P. aeruginosa

Para os dois géneros de bactérias foram utilizados, até este ponto do trabalho,
analise de viabilidade metabdlica através da resazurina, quantificacdo de biomassa

por Cristal Violeta e contagem de UFC.

4.1.4.1. CondicOes de cultivo e exposicdo a UVC das espécies K. pneumoniae e

P. aeruginosa

Ambas as cepas bacterianas foram cultivadas em meio agar Mueller-Hinton
(MH), a 37°C e submetidas a repiques 24 horas antes dos experimentos. Os inéculos
foram determinados a partir de solucdo padrdo de McFarland 0,5 pelo método de
suspensao direta e acrescentados a microplacas de 96 pocos. A formacdo dos
biofilmes ocorreu em trés meios de cultura: DSG, DCG (0,09¢/L) e MH em estufa a
37°C, sem agitacao, por 24 horas.

Apos a formacédo dos biofilmes, os grupos testes foram expostos a radiacao
UVC do corpo de prova construido em fluxo laminar, por 2 horas. Os grupos controles
foram protegidos da radiacdo UV por um pequeno retangulo de papel pardo estéril
introduzido entre as colunas 6 e 7 da microplaca, ainda a tampa foi mantida sobre os

controles durante o processo para evitar contaminacoes.

4.1.4.2. Atividade metabodlicada K. pneumoniae e P. aeruginosa através do ensaio

de resazurina

Assim como nos experimentos com as Candidas, nos experimentos com as
bactérias foi adotada a adaptagéo para a leitura correta da atividade metabdlica, visto
gue em experimentos preliminares, o grupo observou que os biofilmes desenvolvidos

nos meios dialisantes ndo demonstravam atividade metabdlica, ou seja, ndo era
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observada a mudanca de cor do corante metabdlico resazurina, embora fosse
observado crescimento destes biofilmes em placas de agar. Portanto, foi realizada a
substituicdo dos meios dialisantes pelo meio Mueller-Hinton imediatamente antes da
incubacéo com o corante.

Apés a exposicao a radiacdo UVC, os meios nos quais os biofilmes foram
produzidos (DSG, DCG e MH) foram substituidos por MH novo, 200 pL por po¢o. Em
seguida, foi adicionada aos pocos 20 pL de solucdo de resazurina (0,02%) e a
microplaca incubada a 37°C, sem agitacao e protegida de luz natural externa. As
leituras foram realizadas em espectrofotometro a 570 e 600nm, de hora em hora,
iniciando com 2 horas e finalizando com 5 horas de incubacdo. Foram realizados trés
experimentos independentes em quintuplicata.

Considerando a reacado de metabolizacéo realizada pelas células, na qual a
resazurina (azul) é reduzida a resorufina (rosa) bem como os picos de absorbéancia de
ambas as moléculas (600 nm e 570 nm, respectivamente), os dados de absorbancia
obtidos foram corrigidos subtraindo-se dos valores obtidos em 570 nm, os valores
obtidos em 600 nm e a média do branco (meio de cultura sem crescimento e sem
aplicacao da radiacdo UVC).

Em seguida, as médias dos controles foram comparadas em gréaficos de linhas
de modo a definir o melhor tempo, ou seja, a hora na qual o pico de absorbéancia da
resorufina foi atingido. Apds a definicdo do melhor tempo de incubacdo para cada
meio e para cada um dos dois biofilmes a serem formados, realizou-se o experimento
com exposicdo a radiacdo UVC e realizou-se a leitura em espectrofotbmetro da

viabilidade celular desses biofilmes apds o experimento.

4.1.4.3. Analise de biomassa da K. pneumoniae e P. aeruginosa através do ensaio

de cristal violeta

A analise da biomassa foi realizada com o objetivo de inferir se ha destruicao
da matriz dos biofilmes apdés o tratamento.

Apos exposicao a radiagdo UVC, o sobrenadante das microplacas foi removido
e seguiu-se uma lavagem dos pog¢os com tampao PBS. Em seguida, os biofilmes
foram fixados com 200uL de metanol por pogo por 15 minutos, e, apdés a remoc¢éo do
metanol, foram secos por alguns segundos a temperatura ambiente dentro do fluxo

laminar. A solucéo de cristal violeta (0,1%) foi adicionada aos po¢os (200 uL/poc¢o) por
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20 minutos, ap0s 0s quais ocorreram lavagens sucessivas com agua destilada por 3
a 4 vezes, até a remocao completa do excesso de corante. Ao final, foram adicionados
200uL por poco de solucdo de acido acético a 33% e a leitura subsequente foi
realizada em espectrofotometro a 570nm. Foram realizados trés experimentos
independentes, dos quais os dois primeiros foram realizados em triplicata e o Gltimo

em quadruplicata.

4.1.4.4. Contagem de UFC da K. pneumoniae e P. aeruginosa

A quantificacdo de UFC foi realizada com o objetivo de complementar a analise
de viabilidade apds exposicéo a radicdo UVC.

Para a realizacdo do plagueamento e posterior contagem de unidades
formadoras de colbnias, foi feita a raspagem do fundo do poc¢o para descolamento do
biofilme, em seguida aliquotas de cada poco foram retiradas, diluidas em solucéo PBS
e plagueadas com a deposicao de aliquotas de 50uL sobre placas de petri contendo
agar MH. A solucdo foi homogeneizada na placa utilizando-se pérolas de vidro. O
plagueamento e contagem foram realizados em placas de petri com agar MH apés
incubacédo a 37°C, por 24 horas. Foram realizados dois experimentos independentes,
com grupos testes e controles em duplicata.

De modo a conseguir uma contagem de UFC na faixa de 30 a 300 un., as
contagens foram realizadas em diluicbes diferentes. Para K.pneumoniae, foram
realizadas diluicbes de 10 para o grupo controle em MH e de 10 para o restante
dos grupos. Para P.aeruginosa, foram realizadas diluicdes de 104 também para o

grupo controle em MH e de 10 para o restante dos grupos.
4.1.5. Metodologia de andlise para A. fumigatus e A. niger
Para os dois microrganismos do género Aspergillus sp., A. fumigatus e A. niger

foram estudados os procedimentos de viabilidade celular através da Resazurina,

quantificacdo de biomassa atraves do CV e contagem por meio de UFC.
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4.1.5.1. Condicfes de cultivo e exposicdo a UVC das espécies A. fumigatus e A.

niger

Ambas as cepas fungicas foram cultivadas em meio agar batata dextrose a 30
°C e submetidas a repiques 7 dias antes dos experimentos, para suficiente formacéo
de conidios. Para a obtencéo dos inéculos adicionou-se 10 mL de tampéo PBS estéril
com tween 80 (0,1%) aos tubos com crescimento fungico. Em seguida, a separacéo
dos conidios foi realizada de forma mecéanica com auxilio de al¢a de inoculagdo. A
suspensao formada foi transferida para um novo tubo estéril, do qual ap4s um repouso
de 5 a 10 min, 5 mL do sobrenadante foram transferidos para novo tubo estéril. A
contagem de conidios foi realizada em camara de Neubauer e o in6culo acrescentado
a microplacas de 96 poc¢os na concentracao final de 1x10° CFU/mL. A formacéo dos
biofilmes ocorreu em trés meios de cultura: dialisante sem glicose, dialisante com
glicose (0,09g/L) e RPMI 1640 com glicose (2%) em estufa a 30°C, sem agitacéo, por
72 horas.

Apés a formacao dos biofilmes, os grupos testes foram expostos a radiacao
UVC no corpo de prova em cabine de seguranca de fluxo laminar, por 2 horas. Os
grupos controles foram protegidos da radiacdo UVC por um pequeno retangulo de
papel. pardo estéril introduzido entre as colunas 6 e 7 da microplaca, ainda a tampa

foi mantida sobre os controles durante o processo para evitar contaminacoes.

4.1.5.2. Atividade metabdlica da A. fumigatus e A. niger através do ensaio de

resazurina

Assim como nos experimentos anteriores, foi adotada a adaptacdo para a
correta leitura da atividade metabdlica, visto que em experimentos preliminares, o
grupo observou que os biofilmes desenvolvidos nos meios dialisantes né&o
demonstravam atividade metabdlica, ou seja, ndo foi observada a mudanca de cor do
corante metabolico Resazurina, embora fosse observado crescimento destes
bioflmes em placas de agar. Portanto, foi realizada a substituicdo dos meios
dialisantes pelo meio RPMI 1640 com glicose (2%) imediatamente antes da incubacéao
com o corante.

Apoés exposicdo a radiacdo UVC, os meios nos quais os biofilmes foram
produzidos (dialisante sem glicose, dialisante com glicose e RPMI 1640 com glicose
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a 2%) foram substituidos por RPMI 1640 com glicose (2%) novo, depositando-se 200
uL por poco. Em seguida, foi adicionada aos pocos 20 pyL de solucéo de resazurina
(0,02%) e a microplaca foi incubada a 37°C, sem agitacdo e protegida da luz. As
leituras foram realizadas em espectrofotdometro a 570 e 600 nm, em diversos tempos.
Foram realizados trés experimentos independentes em quintuplicata.

Considerando a reacdo de metabolizacdo realizada pelas células, na qual a
resazurina (azul) é reduzida a resorufina (rosa) bem como os picos de absorbancia de
ambas as moléculas (600 nm e 570 nm, respectivamente), os dados de absorbancia
obtidos foram corrigidos subtraindo-se dos valores obtidos em 570 nm, os valores
obtidos em 600 nm e a média do branco (meio de cultura sem crescimento e sem
aplicacao da luz UV). Por fim, as médias dos controles foram comparadas em graficos
de linhas de modo a definir o melhor tempo, ou seja, a hora na qual o pico de

absorbancia da resorufina foi atingido.

4.1.5.3. Analise de biomassa da A. fumigatus e A. niger através do ensaio de

cristal violeta

A andlise da biomassa foi realizada com o objetivo de inferir se ha destruicédo
da matriz dos biofilmes apds o tratamento. ApGs exposicdo a radiacdo UVC, o
sobrenadante das microplacas foi removido e seguiu-se uma lavagem dos pogos com
solucdo tampao PBS. Em seguida, os biofilmes foram fixados no fundo das placas
com 200 pL de metanol, por poco, por 30 minutos, e apdés a remocao do metanol,
foram secos por alguns segundos a temperatura ambiente dentro da cabine de fluxo
laminar. A solucéo de cristal violeta (0,1%) foi, logo apds, adicionada aos pocos (200
pL/pogo) por 20 minutos, ap0s 0S quais ocorreram lavagens sucessivas com agua
destilada por 3 a 4 vezes, até a remocdo completa do excesso de corante. Ao final,
foram adicionados 200 pL por poco de solucdo de acido acético a 33% e a leitura
subsequente foi realizada em espectrofotometro a 570 nm. Foram realizados quatro

experimentos independentes em triplicata.

4.1.5.4. Contagem de UFC do A. funigatus e A. niger

A guantificagcéo de unidades formadoras de colOnia foi realizada com o objetivo

de complementar a analise de viabilidade apds exposicao a luz UV. A metodologia de
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contagem UFC foi realizada de forma semelhante as Candidas e as bactérias.
Entretanto, os dois fungos do género Aspergillus sp. Foram semeados em placas de
petri contendo Agar Batata Dextrose e tiveram a sua contagem realizada ap6s 30h de
incubacdo em estufa bacteriologica de crescimento a 37°C. Foram realizados dois
experimentos independentes, com grupos testes e controles em duplicata.

4.2. Definicdo de parametros para a construcao do prototipo

Como nao foram encontradas em literatura, mercado ou busca de patentes um
sistema semelhante para a esterilizacdo de tubulacdes do circuito de agua de
hemodidlise, os parametros necessarios para a constru¢cdo do prototipo foram
definidos com base em visitas técnicas as clinicas de hemodialise Davitta da cidade
de Bauru — SP, Santa Casa de Misericérdia de Sdo Carlos — SP e Hospital de Base
de Sédo José do Rio Preto — SP. Entretanto, apds a definicdo das variaveis a serem
consideradas, 0s materiais buscados basearam-se em estudos cientificos e
bibliografias.

Os LEDs escolhidos para a configuracdo do protétipo foram os mesmos
utilizados na construcdo do corpo de prova para a comprovacao microbioldgica in vitro.
Buscou-se uma disposi¢cao de LEDs que pudesse promover uma varredura completa
por todas as paredes da tubulacao de forma rapida e simples sem a necessidade de
intensiva movimentacao dentro da tubulacdo. Além disso, foi buscada uma geometria
gue permitisse promover uma varredura completa de forma axial e longitudinal sobre
a parede das tubulacdes.

Para o material que foi escolhido como cateter, foram buscados materiais com
caracteristicas mecanicas e fisicas que pudessem satisfazer as demandas de um
invélucro que pudesse suprir todos os parametros necessarios. Para tal, foi definido

gue o material precisaria apresentar as seguintes caracteristicas:

e Transmitancia em relacdo a radiacdo UVC. Esta foi a primeira caracteristica
buscada, pois o cateter foi escolhido como invélucro para os LEDs, que por sua
vez buscam incidir diretamente sobre a superficies externas ao cateter como a
agua e as paredes tubos. Portanto, a transmitancia do material que constitui o

cateter é crucial para a viabilidade do protétipo;
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¢ Flexibilidade. As visitas técnicas mostraram que as tubulagcfes que interligam
a estacao de tratamento de agua as maquinas de hemodialise podem ter um
longo comprimento e sempre sdo constituidas de curvaturas. Essa
configuracdo mecanica das tubulacbes tornam o cateter um material que
precisa ser necessariamente flexivel para que possa ser introduzido dentro
desses ductos;

¢ Resisténcia térmica. Apos a construcao do corpo de prova, verificou-se que 0s
LEDs aquecem a uma temperatura de cerca de 80°C, portanto definiu-se que
0 cateter necessitaria apresentar estabilidade mecénica e quimica para
trabalhar nessa temperatura;

e Hidrofobicidade. Como pretende-se que o cateter a ser construido seja inserido
no circuito de 4gua de hemodidlise, buscou-se um material que nao reagisse
quimicamente com a agua;

e Potencial biodegradavel. Por fim, buscou-se também que esse material
apresentasse potencial biodegradavel, visto que sera inserido dentro das
tubulacBes e ficara em contato com a agua filtrada que sera diretamente

utilizada no processo de filtragem sanguineo de hemodialise.

Por fim, foi escolhido o material polimérico para ser utilizado como tubulacéo
na construcao do protétipo. Essa escolha foi realizada baseada em uma busca dos
principais tipos de polimeros que constituem as tubulacdes de clinicas de hemodialise

no Brasil.
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5. Resultados
5.1. Confeccéo do corpo de prova para comprovacao antimicrobiana

A comprovacéo cientifica de eficacia dos LED’s UVC na remogéao de biofilmes
fungicos e bacterianos foi realizada em placas de microtitulacéo de 96 pocos, tornando
necessaria a confeccdo de um corpo de prova para realizar a incidéncia de radiacao
sobre cada poco de forma direta. Para isso, foram tomadas medidas da distancia entre
cada poco e o circuito foi montado de forma que os LED’s possuissem entre si a
mesma distancia que 0s po¢os possuem entre eles, permitindo a iluminacgéo direta de
um LED por poco. A criacdo de um sistema de iluminacao direta e perpendicular sobre
os biofilmes permitiu a medi¢cdo e o calculo exatos da dose de radiacdo necessaria
para promover a remocao de cada espécie de biofiime e a sua maxima eficacia.
Primeiramente, no entanto, foram realizados os calculos de tensdo e corrente do
circuito para que houvesse o ajuste do regulador de tenséo ajustavel step down.

Por meio da Equacéo (1), foi possivel calcular a corrente que deveria passar
por cada associacdo em série da Figura 8, sabendo os valores nominais de tenséo e
poténcia dos LED’s, que sédo de 6V e 0,2W, respectivamente.

P, _ 0.2

J= P _22_00334=33mA 5)
VL 6

Com a corrente da associacdo em série calculada, foi possivel medir a queda
de tensé&o no resistor de 100Q), por meio da Equagao 2 mostrada na Equagéao (6).

Vg = RI = 100x0,033 = 3,3V (6)

Portanto, somando-se a queda tensdo do LED mais a queda tenséo calculada
no resistor, foi possivel determinar a tenséo da fonte VDC para alimentar o circuito
associado em paralelo, que foi uma tensao de 9,3V (Vz + 1}).

A dose de radiacdo calculada a partir da medicéo realizada pelo medidor de
radiacdo foi de 320uW/cm?, medido a 2,5cm de distdncia e com angulacdo a
calculada de 9,2°. Apés uma série de pré-testes realizados e da observacédo da nao

esterilizacdo dos biofilmes, o menor tempo de exposi¢ao a UV durante os testes que
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atingiu a eficacia desejada foi de 2h, o que permitiu o célculo da dose de radiagédo

através da Equacao (7).
¢ = ot =320 (£2) x7200(s) = 2,304 (L) ()

Por se tratar da esterilizacao de biofilmes, a dose de radiacao fornecida durante
os experimentos foi consideravelmente maior que a recomendada em bibliografias,
gue mostram a desinfec¢cao UVC de microrganismos em sua forma planctonica ou que

nao atingiram a sua eliminagéo completa.
5.2. Testes microbioldégicos em Candida albicans e Candida parapsilosis

5.2.1. Testes de atividade metabodlica através da Resazurina em C. albicans e C.

parapsilosis

Primeiramente, foram realizados pré-testes com diferentes concentracdes de
in6culo de C. albicans em meio DSG e meio DCG para entender o comportamento do
in6culo em sua forma plancténica nestes meios, que sdo considerados pobres em
nutrientes. A Figura 11 e a Figura 12 mostram a absorbancia desses meios para
diferentes concentracfes de indculos em relacdo ao tempo de incubacdo para a
leitura. Foram estudadas as concentracdes variando-as de 108 a 10* cel/ml de C.
albicans com todos os testes sendo feitos em triplicata.

Como podemos observar nas duas Figuras, nos dois meios de cultura houve
um platd na medida de absorbancia das curvas de concentracdo de 10°,10° e 107
cel/ml a partir de 5h de incubacao da resazurina em estufa a 37°C. A partir deste
resultado, foi possivel determinar a concentracdo do in6culo a ser utilizado na
formacé&o dos biofiimes de C. albicans e C. parapsilosis, que foi de 10° cel/ml e que

corresponde a turbidez de 0,5Mcfarland.
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Figura 12 — Curva de absorbancia da C. albicans em meio DCG

Os testes de atividade metabolica foram feitos com Resazurina em uma
concentracdo de massa de 0,02%. Para que houvesse a viragem e a possibilidade de

leitura de absorbéancia pelo espectrofotébmetro, foram adotadas as seguintes medidas:
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e Formacéo completa dos biofilmes de C. albicans e C. parapsilosis nos meios
dialisante sem glicose, dialisante com glicose e RPMI em estufa a 37°C por 48h
e posterior aplicagéo da radiacdo UVC;

e Substituicdo dos meios DSG e DCG por RPMI antes da aplicacdo da resazurina
para diminuir o estresse oxidativo do biofilme para que a sua metabolizacao
pudesse ser observada (PETTI et. al., 2011), pois os liquidos dialisantes sédo
pobres em nutrientes;

e Incubacgédo em diferentes tempos para a determinacdo do melhor tempo de

viragem metabdlica.

A Figura 13 e a Figura 14 mostram as absorbancias meédias dos controles com
0 objetivo de obter o melhor tempo de andlise de atividade metabdlica através da
resazurina para os biofilmes de C. albicans e C. parapsilosis, respectivamente. O
objetivo foi determinar apd6s quantas horas de incubac&o foi atingido o pico de
absorbancia para calcular com maior precisao a porcentagem de células viaveis apés

o periodo de exposicéo a radiacdo UVC.
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Figura 13 — Curva de absorbancia da resazurina para a C. albicans

Para a C. albicans, o melhor tempo foi o de 6h. Neste tempo observamos que
0 meio RPMI atinge um platd, que o DCG atinge o pico maximo de absorbancia e que,
apesar de o meio DSG apresentar leve queda em comparacdo ao tempo de 5h, € o
tempo que apresenta a menor diferenga entre os picos dos meios dialisantes. Para a

C. parapsilosis, o0 melhor tempo foi de 7h. Neste tempo observamos o pico maximo
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para os meios RPMI, DCG e para o meio DSG, apesar do ultimo meio apresentar um

leve aumento de absorbancia para o tempo de 8h.
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Figura 14 — Curva de absorbancia da C. parapsilosis para a resazurina

O gréfico de células viaveis ap0s a exposi¢do a UVC por 2h através da medicao
de atividade metabdlica pela leitura de absorbancia da resazurina pode ser visto na

Figura 15.
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Figura 15 — % de inibicédo celular da C. albicans e C. parapsilosis apos 2h de
exposicéo a radiagdo UVC
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Como mostra a Figura 15, a leitura de atividade metabdlica da C. albicans apos
6h de incubacéo e da C. parapsilosis ap6s 7h de incubacdo mostraram uma inibicao
préoxima de 100% para os biofilmes cultivados em DSG e DCG e que foram expostos
a 2h de radiacdo UVC. Além disso, mesmo em meio RPMI, que oferece nutrientes
ricos em proteinas para a formacao dos biofilmes, houve um percentual de reducéo
préximo a 60% para as duas Candidas, indicando o potencial dos LEDs UVC na
inibicdo de biofilmes fungicos em meio altamente nutritivos.

Para o tratamento estatistico e teste de hip6tese da viabilidade celular dos
microrganismos, foi verificada a normalidade do comportamento tanto do grupo
controle quanto das amostras que foram expostas a radiacdo UVC através do método
de Shapiro-Wilk. Para os casos onde houve a diferenca do tipo de comportamento
entre 0 grupo controle e o grupo irradiado, sendo o grupo controle uma distribuicao
normal e o irradiado uma distribuicdo ndo-normal, foi aplicado o teste ndo paramétrico
da MANN-WHITNEY. Ja para os casos onde o grupo controle e o irradiado
apresentaram curva de comportamento normal, foi aplicado o teste F de
homocedasticidade e um Teste-t para duas amostras presumindo variancias
diferentes. Para os dois casos, aplicou-se uma confiabilidade de 95%, permitindo
verificar se houve ou néo diferenca significativa entre o grupo controle, onde, caso o
valor de probabilidade P<0,05, indicaria que houve diferenca significativa de
viabilidade. A Tabela 1 mostra os valores de P para cada meio e para as duas

Candidas.

Numero _
o Tipo de Teste
Biofilme de _ Valor de P
aplicado
amostras
C. albicans em meio DSG 13 MANN-WHITNEY <0,0001
C. albicans em meio DCG 15 Teste-t 1,2x10718
C. albicans em meio RPMI 15 MANN-WHITNEY <0,0001
C. parapsilosis em meio DSG 13 Teste-t 1,66x10713
C. parapsilosis em meio DCG 11 Teste-t 6,45x10717
C. parapsilosis em meio RPMI 15 MANN-WHITNEY <0,0001

Tabela 1 — Analise estatistica de inibicdo de viabilidade celular para os biofilmes de
C. albicans e C. parapsilosis
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A Tabela 1 mostra que o valor de P ficou muito abaixo de 0,005 para todos os
casos, demonstrando que houve diferenca significativa na viabilidade do grupo

irradiado em relacdo ao grupo controle.

5.2.2. Quantificacdo de biomassa através de Cristal Violeta em C. albicans e C.

parapsilosis

A andlise de biomassa foi realizada através da andlise de Cristal Violeta
segundo os protocolos descritos no Item 4.1.3.3 e os resultados de quantificacao de
biomassa podem ser observados na Figura 16.

Como podemos observar na Figura 16, ndo houve diminuicdo de biomassa do
biofilme de C. albicans apés a irradiacdo UVC, embora a Figura 15 tenha mostrado
que a inibicdo metabdlica do biofilme para os meios DSG e DCG foi proximo a 100%.
Isso indica que a radiacdo UVC foi capaz de penetrar pela matriz extracelular do
biofilme e inibir as células viaveis do biofilme, tornando-o em um biofilme inerte cuja
matriz ndo apresenta células viaveis. J4 para a C. parapsilosis foi possivel observar
uma reducdo de biomassa ap6s as 2h de radicdo UVC, porém, assim como a C.
albicans a inviabilizacdo metabdlica das células viaveis da C. parapsilosis foi muito
maior que sua reducdo de biomassa. O Unico ponto onde a reducédo de viabilidade
celular e reducao de biomassa tiveram valores relativamente préximos, foi para o caso
da C. parapsilosis cultivada em meio RPMI, apresentando uma reducéo de 56,96%
em sua atividade metabdlica e uma reducdo de 33,98% de sua biomassa. O
tratamento estatistico do Cristal Violeta foi realizado de forma semelhante ao dos
testes de viabilidade celular e podem ser observados na Tabela 2.

Como podemos observar na Tabela 2, para a C. albicans, em todos 0os meios
de cultura, o valor foi de P>0,05, mostrando que ndo houve variacdo de biomassa
apos irradiagdo UVC. J4 para a C. parapsilosis foi possivel observar uma diminui¢cao
na quantidade de biomassa através da analise estatistica, onde em todos os casos
P<0,05. No entanto, os valores de P ficaram proximos ao valor de 0,05, mostrando
que, embora tenha havido diminuicdo de biomassa, essa diminui¢éo néo foi altamente

significativa.
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Figura 16 — Porcentagem de biomassa dos biofilmes de C. albicans e C. parapsilosis

apos exposicdao UVC

Numero _
o Tipo de Teste
Biofilme de _ Valor de P
aplicado
amostras
C. albicans em meio DSG 23 MANN-WHITNEY 0,4766
C. albicans em meio DCG 23 MANN-WHITNEY 0,3342
C. albicans em meio RPMI 23 MANN-WHITNEY 0,4279
C. parapsilosis em meio DSG 22 MANN-WHITNEY 0,0258
C. parapsilosis em meio DCG 22 MANN-WHITNEY 0,0340
C. parapsilosis em meio RPMI 22 Teste-t 0,0210

Tabela 2 — Analise estatistica para reducédo de biomassa através do método cristal

violeta para C. albicans e C. parapsilosis

5.2.3. Contagem de Unidades Formadoras de Colbnias para C. albicans e C.

parapsilosis

Os testes de contagem de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) foram

realizados em quadruplicata. O crescimento dos grupos controle podem ser

visualizados na Figura 17.
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A Figura 17 apresenta apenas o crescimento UFC dos meios-controle, pois a

placas que foram semeadas com inéculos retirados dos poc¢os onde houve irradiacao

UVC nao apresentaram nenhum crescimento em nenhuma placa da quadruplicata,

como mostra a Figura 18. Tal resultado mostra que a inibicdo causada pela radiacéo

UVC inibiu em 100% a capacidade de reproducéo da C. albicans e C. parapsilosis.
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Figura 17 — Crescimento em UFC/mI dos controles de C. albicans e C. parapsilosis

em meio DSG, DCG e RPMI

7

s

Na Figura 18, “BrH” é o controle de esterilidade do meio DSG, “BrG” é o controle

7

de esterilidade do meio DCG e “BrR” é o controle de esterilidade do meio RPMI. As

contagens de UFC em C. albicans sao: teste “CaHT” em meio DSG; teste “CaGT” em

meio DCG; teste “CaRT” em meio RPMI; controle “CaHC” em meio DSG; controle

“CaGC” em meio DCG e controle “CaRC” em RPMI. Ja as contagens de UFC em C.

parapsilosis sdo: teste “CpHT” em meio DSG; teste “CpGT” em meio DCG; teste

“‘CpRT” em meio RPMI; controle “CpHC” em meio DSG; controle “CpGC” em meio
DCG e controle “CpRC” em meio RPMI.
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(a) (b)

Figura 18 — Crescimento de UFC de C. albicans (a) e C. parapsilosis (b) apés

periodo de incubacéo

5.3. Testes microbiolégicos em Klebsiela pneumoniae e Pseudomonas

aeruginosa

5.3.1. Testes de atividade metabdlica através da Resazurina em K. pneumoniae
e P. aeruginosa

Assim como nos testes microbiolégicos realizados nos biofilmes do género
Candida, no ensaio de atividade metabdlica nas bactérias K. pneumoniae e P.
aeruginosa realizou-se pré-testes para analisar qual seria a concentracdo adequada
do inéculo a ser preparado na formacédo do biofilme e analisou-se se haveria ou ndo
a necessidade de realizar a substituicdo dos meios DSG e DCG por um meio de
cultura nutritivo antes da aplicacdo da resazurina. Em todos os ensaios realizados
com as bactérias, utilizou-se como meio de cultura nutritivo de controle o caldo Mueller
Hinton (MH), como recomendado pelo CLSI. Foi determinado, a partir dos pré-testes,

que a concentracéo de indculo a ser utilizada seria de 10° cel/ml e que, assim como
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nas Candidas, seria necessario fazer a substituicdo dos meios DSG e DCG por MH
apos aplicacéo da radiacdo UVC e antes da aplicacdo da resazurina.

Tendo sido determinado o procedimento experimental de aplicacdo da
resazurina, foi determinado experimentalmente o periodo de incubacdo para a
obtencao da melhor curva de absorbéancia do reagente, como mostra a Figura 19 e a
Figura 20.
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Figura 19 — Curva de absorbancia da resazurina para a K. pneumoniae
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Figura 20 — Curva de absorbancia da resazurina para a P. aeruginosa

Como podemos ver nas duas Figuras, ndo foi possivel estabelecer, para as

bactérias, um mesmo periodo de incubacéo para a realizacéo das analises, dado que
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0s picos de absorbancia dos biofilmes cultivados nos diferentes meios foram atingidos
em tempos diferentes. Na Figura 19, o pico de absorbancia do biofilme de K.
pneumoniae para os meios DSG e DCG se deu com 4h de incubacdo, enquanto o
biofiime de K. pneumoniae para o meio MH atingiu seu pico de absorbancia com
apenas 2h de incubagéo.

Ja na Figura 20, podemos observar que o pico de absorbancia se deu com um
periodo de incubacéo de apenas 2h para o biofilme de P. aeruginosa cultivado nos
meios DCG e MH, enquanto o tempo de incubacao para o meio DSG atingiu o seu
pico de absorbancia em 3h. Apds a definicdo dos melhores periodos de incubacéo
para leitura em espectrofotdmetro, foram realizados os testes de exposicao a radiacao

UVC por 2h e o resultado da leitura da atividade metabdlica pode ser observado na

Figura 21.
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Figura 21 — % de inibig&o celular dos biofilmes de K. pneumoniae e P. aeruginosa

apos 2h de exposicédo a UVC

Como podemos observar, os biofilmes que foram cultivados nos meios DSG e
DCG, tanto os de K. pneumoniae quanto os de P. aeruginosa apresentaram uma
percentagem de inibicdo celular em torno de 100%, mostrando, assim que a UVC foi
capaz de inviabilizar totalmente as células. No entanto, também foi possivel observar

que os biofilmes cultivados em meio MH néo tiveram reducéo de viabilidade celular,
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indicando que a UVC nao foi capaz de atravessar a matriz extracelular desses
biofilmes e de inviabilizar a células de K. pneumoniae e de P. aeruginosa. Conclui-se,
portanto, que a UVC foi extremamente eficaz na eliminacdo dessas espécies de
biofilmes quando cultivadas nos meios dialisantes, que s&o o objetivo do trabalho, mas
gue ela ndo foi eficaz na inibicdo desses mesmos biofilmes quando cultivados em um
meio altamente nutritivo como o MH.

O tratamento estatistico realizado para a analise de viabilidade celular das
bactérias foi semelhante aqueles aplicados nas Céandidas, utilizando os mesmos
métodos estatisticos para uma confiabilidade de 95% e andlise de P<0,05 para
indicacdo de incidéncia de reducao relevante na viabilidade celular. A Tabela 3 mostra
os valores de P para cada um dos biofilmes em cada um dos meios de cultura

utilizados no experimento.

Numero .
o Tipo de Teste
Biofilme de _ Valor de P
aplicado
amostras
K. pneumoniae em meio DSG 14 Teste-t 1,23x107 1
K. pneumoniae em meio DCG 15 Teste-t 1,4x10715
K. pneumoniae em meio MH 15 Teste-t 0,1774
P. aeruginosa em meio DSG 15 MANN-WHITNEY <0,0001
P. aeruginosa em meio DCG 15 MANN-WHITNEY <0,0001
P. aeruginosa em meio MH 15 MANN-WHITNEY 0,2469

Tabela 3 — Analise estatistica de inibicdo de viabilidade celular para os biofilmes de

K. pneumoniae e P. aeruginosa

Como podemos observar na Tabela 3, os resultados do valor de P estdo de
acordo com os resultados mostrados na Figura 21. Os biofilmes que foram cultivados
nos meios DSG e DCG, tanto K. pneumoniae quanto P. aeruginosa, apresentaram um
valor de P<0,05, o que estratifica um resultado de alta eficiéncia na inibicdo celular
pela UVC. Por outro lado, as duas espécies de biofilmes cultivadas em caldo MH
apresentaram P>0,05, o que mostra que em ambos 0s casos nédo houve inibicao

celular.
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5.3.2. Quantificacdo de biomassa através de Cristal Violeta em K. pneumoniae
e P. aeruginosa

A quantificacdo de biomassa presente na parede dos pocos da placa de
microtitulacdo apds exposicdo a UVC pode ser visto na Figura 22. Como podemos
observar, ndo houve, em nenhum dos casos, reducéo significativa na quantidade de
biomassa apds a exposicao a radiacado. Tal resultado indica que, para os biofilmes de
K. pneumoniae e P. aeruginosa em meio DSG e DCG, houve a inibicdo celular
indicada na andlise de viabilidade pela resazurina, mas ndo houve a destruicdo da
matriz extracelular que os compdem. Ja para os biofilmes das duas espécies de
bactérias cultivadas em caldo MH, ndo houve a reducdo de matriz extracelular na
quantificacdo de biomassa, ratificando o resultado de que também ndo houve a
diminuic&o na atividade metabdlica indicada no Item 5.3.1 para os biofilmes cultivados
em caldo MH.
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Figura 22 — Porcentagem de biomassa dos biofilmes de K. pneumoniae e P.

aeruginosa apos exposi¢do UVC

Por fim, foi feito o tratamento estatistico da quantificacdo de biomassa através do
Cristal Violeta adotando-se as mesmas metodologias de analise dos outros Itens, que
sao mostrados na Tabela 4. Como podemos ver na Tabela 4, nenhum dos valores de

P apontou diferenca significativa em relagéo ao grupo controle, o que indica que néo
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houve uma reducéo significativa na biomassa de nenhum dos biofilmes das duas

bactérias testadas.

Numero )
o Tipo de Teste
Biofilme de . Valor de P
aplicado
amostras
K. pneumoniae em meio DSG 10 MANN-WHITNEY 0,2137
K. pneumoniae em meio DCG 10 MANN-WHITNEY 0,1537
K. pneumoniae em meio MH 10 MANN-WHITNEY 0,2727
P. aeruginosa em meio DSG 10 Teste-t 0,0819
P. aeruginosa em meio DCG 8 MANN-WHITNEY 0,1241
P. aeruginosa em meio MH 9 Teste-t 0,3214

Tabela 4 — Andlise estatistica para reducdo de biomassa através do método cristal

violeta para K. pneumoniae e P. aeruginosa

5.3.3. Contagem de Unidades Formadoras de Colonias em K. pneumoniae e P.

aeruginosa

Os testes de UFC foram realizados em duplicata e sdo mostradas na Figura 23
e Figura 24. Na Figura 23, sdo apresentados apenas 0s controles de crescimento de
UFC, pois ndo houve o crescimento de UFC dos biofilmes de K. peneumoniae e P.
aeruginosa cultivados nos meios DSG e DCG ap0s as 2h de exposi¢cado a radiacao
UVC. A Figura 25 exemplifica que a inviabilizacdo completa desses biofilmes apos
exposicao impediu que houvesse quaisquer crescimentos de UFC apo6s o periodo
protocolar de incubacao. Por outro lado, a Figura 24 mostra o nimero de UFC dos
controles em comparacao a reducdo do numero de UFC dos biofilmes expostos a
radiacdo, quando cultivados em caldo MH. Na sua legenda, “CC” indica grupo controle
e “UV” indica grupo testado. E possivel observar que, assim como os experimentos
de viabilidade celular e de quantificacdo de biomassa, os biofilmes de K. penumoniae
e P. aeruginosa apresentaram um crescimento de UFC mesmo ap0s serem expostos
a UVC, embora seu crescimento tenha sido reduzido. Observou-se que o niumero de

UFC do grupo controle em relagéo ao testado foi praticamente o dobro, indicando que
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houve certa influéncia da radiacdo UVC sobre os biofilmes bacterianos, mas n&o o

suficiente para inviabiliza-los.
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Na Figura 25: “BrH” € o controle de esterilidade do meio DSG; “BrG” € o controle
de esterilidade do meio DCG; “BrM” é o controle de esterilidade do meio MH; “KHT” é
o teste de K. pneumoniae em meio DSG; “KGT” é o teste de K. pneumoniae em meio
DCG; “KMT” é o teste de K. pneumoniae em meio MH; “KHC” & o controle de K.
pneumoniae em meio DSG; “KGC” é o controle de K. pneumoniae em meio DCG;
“KMC” é o controle de K. pneumoniae em meio MH; “PHT” é o teste de P. aeruginosa
em meio DSG; “PGT” é o teste de P. aeruginosa em meio DCG; “PMT” é o teste de P.
aeruginosa em meio MH; “PHC” & o controle de P. aeruginosa em meio DSG; “PGC”
€ o controle de P. aeruginosa em meio DCG e “PMC” é o controle de P. aeruginosa
em meio MH. Como podemos ver na Figura 25, ndo houve crescimento de UFC nos
grupos testados dos biofilmes cultivados nos meios DSG e DCG, mostrando a
inviabilizacdo dos biofilmes causada pela radiagdo UVC. Por outro lado, foi possivel
observar que a UVC néo inviabilizou nenhuma das duas espécies de biofilmes

bacterianos quando cultivados em um meio altamente nutritivo como o MH.

Figura 25 — Crescimento de UFC de K. pneumoniae (a) e P. aeruginosa apés 24h de

incubacéo (b)
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5.4. Testes microbioldgicos em Aspergillus fumigatus e Aspergillus niger

5.4.1. Testes de atividade metabdlica através da Resazurina em A. fumigatus e

A. niger

Os testes nos fungos filamentosos do género Aspergillus sp. Ocorreram de

forma analoga aos demais testes dos outros microrganismos:

e Levantamento da curva de melhor concentracdo de indculo para formacao do
biofilme e sua fixac&do na concentracdo de 10°cel/ml;

e Substituicdo dos meios DSG e DCG imediatamente ap6s a aplicacdo da
Resazurina como forma de diminuir o estresse oxidativo;

e Levantamento de curva para analise do melhor tempo de incubacéo para que
pudesse ser observado o maior pico de absorbancia dos fungos em relacéo ao

sal metabdlico.

A Figura 26 e Figura 27 mostram as curvas de absorbancia para o fungo A.

fumigatus e A. niger, respectivamente.
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Figura 26 — Curva de absorbancia da resazurina para o A. fumigatus
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Figura 27 — Curva de absorbancia da resazurina para o A. niger

Como podemos observar na Figura 26, o A. fumigatus atingiu seu pico de
absorbancia apés 30h de incubacdo para os meios DSG e DCG, enquanto para o
meio RPMI o periodo de incubacéo de 24h atingiu o seu pico de absorbancia. Ja para
o A. niger da Figura 27, o melhor tempo de incubacéo foi de 15h para os meios
dialisato e de 8h para o meio RPMI, observando-se nesses tempos 0 pico maximo de
absorbéancia.

Podemos observar que, quando comparados aos outros microrganismos, 0
tempo dos fungos filamentosos para indicar atividade metabdlica através da
Resazurina foi bem maior. Isso aconteceu porque o ciclo de reproducdo dos
Aspergillus € consideravelmente maior que das leveduras de Candida e das bactérias,
tornando seu periodo de metabolizacdo também maior.

A Figura 28 mostra a porcentagem de inibicdo celular dos biofilmes maduros
de A. fumigatus e A. flavus apos a exposicdo a 2h de radiacdo UVC, quando
comparados com 0 grupo controle que nao recebeu exposicdo a radiacdo e

observados apdés incubacéo pelo periodo que apresenta seus picos de absorbancia.
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Figura 28 — % de inibicdo celular dos biofilmes de A. fumigatus e A. niger apés 2h de

exposicao a UVC

Como podemos ver, a inibicdo celular foi de 100% para o A. fumigatus apos a
exposicao a UVC para todos os meios de cultura utilizados, incluindo o RPMI que é
considerado um meio altamente nutritivo e que oferece as melhores condi¢des de
cultivo possiveis. Para o A. niger, a radiacdo UVC também proporcionou inibicdo de
100% de suas células viaveis quando cultivadas nos meios DSG e DCG e uma inibicéo
de 46,16% quando cultivado em meio RPMI. Embora ndo tenha sido totalmente inibido
guando em RPMI, esse resultado mostra que os biofilmes dos fungos filamentosos do
género Aspergillus sp. apresentaram alta susceptibilidade a radiacdo UVC, maior do
que quando comparado aos fungos de levedura e com as bactérias.

Por fim, foi realizado também o estudo estatistico de confiabilidade dos
resultados através do teste de hipétese, utilizando-se o método de MANN-WHITNEY
para distribuicdes ndo normais e teste-t presumindo variancias diferentes entre o
grupo teste e o grupo controle para curvas normais. A Tabela 5 mostra os dados
estatisticos para os testes de exposi¢do a radiacdo dos Aspergillus em relacdo ao
grupo controle, para uma confiabilidade de 95%, onde um valor P<0,05 mostra que
houve mudanca significativa das amostras testadas em relagéo as amostras utilizadas

como controle.
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Numero .
o Tipo de Teste
Biofilme de _ Valor de P
aplicado
amostras
A. fumigatus em meio DSG 20 MANN-WHITNEY <0,0001
A. fumigatus em meio DCG 17 Teste-t 9,96x10722
A. fumigatus em meio RPMI 20 MANN-WHITNEY <0,0001
A. niger em meio DSG 20 Teste-t 4,14x1073°
A. niger em meio DCG 19 MANN-WHITNEY <0,0001
A. niger em meio RPMI 9 Teste-t 2,72x107°

Tabela 5 — Analise estatistica de inibicdo de viabilidade celular para os biofilmes de

A. fumigatus e A. niger

Como mostrado na Tabela 5, os valores de P demonstram a confiabilidade dos
dados de inibicdo celular da Figura 28, pois todos os valores P foram menores que
0,05, ou seja, que houve uma variacao significativa dos testes em relacéo aos grupos
controle e que houve uma reducédo contundente na viabilidade celular dos biofilmes

gue foram expostos a UVC.

5.4.2. Quantificacdo de biomassa através de Cristal Violeta em A. fumigatus e

A. niger

A Figura 29 mostra a quantificacdo de biomassa dos biofilmes presente na
parede dos pocos apos o teste em relacdo a biomassa dos biofilmes do controle. Na
Figura 29 é possivel observar que ndo houve variacdo na quantidade de biomassa
apos os testes, indicando que a radiacdo UVC néo foi capaz de quebrar as cadeias
de polissacarideos que formam a estrutura da matriz extracelular dos fungos.
Entretanto, diferentemente dos outros microrganismos, houve uma variacdo na
biomassa dos biofilmes quando cultivados em meio RPMI. Tal resultado mostra que,
para os biofilmes maduros do género Aspergillus sp., quanto mais nutritivo o meio em
gue sao cultivados e consequentemente quanto maior e mais complexa é a sua
estrutura, maior a sua susceptibilidade em relacéo a radiagdo UVC. De forma analoga

ao item anterior, foi realizado o estudo estatistico para uma confiabilidade de 95% e
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P<0,005 para a quantificacdo de biomassa dos biofilmes testados em relacdo ao grupo
controle que néo recebeu exposicdo a radiacdo. O estudo estatistico € mostrado na
Tabela 6.
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Figura 29 — % de biomassa dos biofilmes de A. fumigatus e A. niger apds exposicao

uvC
Numero _
o Tipo de Teste
Biofilme de ) Valor de P
aplicado
amostras
A. fumigatus em meio DSG 15 MANN-WHITNEY 0,1227
A. fumigatus em meio DCG 12 Teste-t 0,2796
A. fumigatus em meio RPMI 15 Teste-t 7,70x1077
A. niger em meio DSG 15 Teste-t 0,2051
A. niger em meio DCG 15 MANN-WHITNEY 0,0507
A. niger em meio RPMI 15 MANN-WHITNEY <0,0001

Tabela 6 — Andlise estatistica para reducéo de biomassa através do método cristal

violeta para A. fumigatus e A. niger



74

Como mostrado na Tabela 6, e conformidade com a Figura 29, houve uma
reducdo relevante da biomassa das duas espécies fungicas quando cultivadas no
meio RPMI se comparadas com os biofiimes de controle. JA4 para os biofilmes
cultivados em DSG e DCG, nao houve variacao significativa na biomassa quando

comparada com 0s meios de controle.

5.4.3. Contagem de Unidades Formadoras de Colénias em A. fumigatus e A.

niger

A Figura 30 mostra o crescimento das unidades formadoras de colonias apos

serem semeadas em Agar Batata Dextrose e serem incubadas por 30h.

Figura 30 — Crescimento de UFC de A. fumigatus (a) e A. niger apds 30h de

incubacéao (b)

Na Figura 30: “BrH” € o controle de esterilidade do meio DSG; “BrG” € o controle
de esterilidade do meio DCG; “BrR” é o controle de esterilidade do meio RPMI; “HTF”

é o teste do A. fumigatus em meio DSG, “GTF” é o teste do A. fumigatus em meio
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DCG; “RTF” é o teste do A. fumigatus em meio RPMI; “HCF” é o controle sem radiacdo
UVC do A. fumigatus em meio DSG; “GCF” é o controle sem radiacdo UVC do A.
fumigatus em meio DCG; “RCF” é o controle sem radiagdo UVC do A. fumigatus em
meio RPMI; “HTN” é o teste do A. niger em meio DSG; “GTN” é o teste do A. niger em
meio DCG; “RTN” € o teste do A. niger em meio RPMI; “HCN” & o controle sem
radiacdo UVC do A. niger em meio DSG; “GCN” é o controle sem radiagao UVC do A.
niger em meio DCG; “RCN” é o controle sem radiagao UVC do A. niger em meio RPMI.

Como podemos ver na Figura 30, ndo houve crescimento de UFC apds 30h de
incubacdo em nenhum dos grupos de teste, o que ratifica a comprovacado de
inviabilizac&o celular através da Resazurina e mostra que a radiacdo UVC foi capaz
de eliminar as células viaveis do A. fumigatus e A. niger em sua totalidade. Por fim, a
Figura 31 mostra o crescimento de UFC dos controles apenas, dado que o

crescimento dos testes foi nulo.
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Figura 31 — Crescimento em UFC/ml dos controles de A. fumigatus e A. niger em
meio DSG, DCG e RPMI
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5.5. Definicdo de par@metros para a construcao do prototipo

5.5.1. Definicdo da fitade LED

Para a construcédo dos LEDs, foi buscado e encontrado junto a Companhia
Chinesa Shenzhen Suntech Company Limited trés fitas de LED, modelo STSN-
30UVC3535-12, com tensado continua de entrada DC de 12V, consumo de poténcia
de 16W, comprimento de 1000mm, espessura de 10mm e com pico de radiacdo entre
265 e 280nm. A Figura 32 mostra a fita de LED.

Figura 32 — Fita de LED adquirida

Nessa fita de LED, a distancia entre cada LED € de 3,3cm. Como seu angulo
de radiacao é de 120° de forma conica, foi possivel calcular a distancia minima entre
o a fita de LED e a parede da tubulagdo para que ocorra a iluminagcdo completa da
tubulacéo longitudinalmente, como mostra a Figura 33.

Fita de LED | 33 cm |

LED UVC

'1.65cm

Figura 33 — Figura esquematica para a determinacéo da distancia minima

Através do célculo da tangente de 60°, foi possivel determinar a altura

h1=0,95cm. Portanto, para que ocorra longitudinalmente a varredura completa da
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tubulacdo, € necessério que a fita de LED esteja posicionada a uma distancia de no

minimo 0,95cm da parede das tubulacdes.

5.5.2. Defini¢cao do cateter

Segundo Cataldo (2017), dentro dos materiais poliméricos comercialmente
empregados em tubos de reatores fotoquimicos, o etileno tetrafluoroetileno (ETFE)
apresenta a maior transmitancia para o comprimento de onda da radiagao UVC, como

mostra a Figura 34.
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Figura 34 — Transmitancia de materiais poliméricos fotoquimicos (CATALDO, 2017)

Ainda segundo Hu et. al (2017), em seu artigo de revisao, citando Robinson-
Gayle et. al. (2001), a transmitancia da radiacéo ultravioleta em filmes de ETFE variam
de 83 — 88%. Para a empresa de tecnologia AGC, detentora da patente Fluon® ETFE
Film, o ETFE apresenta uma transmitancia superior a 90% a radiacao ultravioleta e
nao apresenta quaisquer mudancgas nessa transmitancia apos 15000h de exposi¢cao
solar.

Quando analisamos o ETFE do ponto de vista de resisténcia mecanica,
Charbonneau (2014) mostra que esse material ndo apresenta alongamento em sua
estrutura quando submetido a uma presséao de tracéo inferior a 4MPa. Além disso, Hu
et. al. (2015) mostram que a temperatura de trabalho desse material varia entre -50 a

200°C.
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Com base em todas as pesquisas realizadas, foi concluido que o melhor
material para ser utilizado como cateter foi o ETFE. Primeiramente, foi adquiria junto
a empresa Zeus — Polymer Solutions uma amostra desse material na forma de cateter
para a realizar a medicao da transmitancia desse material a radiagdo UVC. A Figura
35 mostra essa amostra adquirida.

Figura 35 — Amostra do cateter

Foram feitas 9 medicfes e, na média, foi obtida uma transmitancia de 62,5% a
radiacdo UVC. Esse resultado mostrou que a transmitancia do ETFE, quando medida
através da parede de um cateter, que é mais espessa, € menor se comparada a
transmitancia apontada em estudos feitos sobre esse mesmo material na forma de
filme. Entretanto, essa transmitancia medida € muito maior que a de qualquer outro
material polimérico, flexivel e com todas as caracteristicas necesséarias que a
construcdo do protétipo demanda.

Por fim, foi determinado o material a ser utilizado como tubulacdo. A ANVISA,
em sua RDC n°® 154 que regulariza servicos de Dialise, ndo preconiza um tipo
especifico de tubulacdo a ser usada, fazendo com o que o Policloreto de Vinila (PVC)
ainda seja o mais utilizado nas clinicas devido ao seu baixo custo. Porém, por se tratar
de um material mais rugoso, o PVC favorece o crescimento de biofilmes fungicos e
bacterianos em ambiente aquoso e hospitalar (SEIL & WEBSTER, 2011; ZACHEUS
et. al., 1999; LIU et. al., 2014). A partir desses estudos, foi definido que o PVC seria 0
material utilizado como tubulag&o alvo do estudo.
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5.5.3. Desenho do protétipo

A Figura 36 mostra um desenho esquematico da estrutura inicial que constituira

o Cateter.

Cateter Tubo de PVC /Ponto de entrada

Fita de LED

Raios de Iluminagio S
LEDs UVC uportes

Figura 36 — Vistas frontal e lateral do sistema de esterilizacdo do prototipo

A Figura 36 mostra a configuracdo do sistema de esterilizacdo que ainda sera
montado até a finalizagdo do programa de mestrado. A vista frontal mostra que as fitas
de LED mostradas na Figura 32 serdo montadas na forma de um triangulo equilatero
e serdo colocadas dentro do cateter mostrado na Figura 35. Esse cateter, por sua vez,
contard com suportes que o sustentardo no ponto central da tubulacao de forma que
a iluminacéo nas paredes da tubulacdo seja a mesma em todas as dire¢cdes radiais.
Além disso, a sessdo da tubulacdo contard com um ponto de coleta de agua para
analise e um ponto de entrada de agua, que serao utilizados para testes de eficacia
sobre o protétipo. A Figura 37 mostra o desenho técnico do protétipo construido e
suas principais caracteristicas, onde (1) representa a tubulacao utilizada como teste e
gue simula um ducto de circuito de agua do tratamento de hemodialise. Para o
prototipo foi escolhido como material da tubulacdo o Policloreto de Vinila (PVC), por
ser um material de paredes rugosas que favorecem a proliferacdo e formacéo de
biofilmes. O numero (2) representa o invélucro na forma de cateter feito de ETFE, que
€ um material flexivel, transmissivel a UVC em cerca de 60% (valor medido na prética),
resistente a radiacdo UVC, com temperatura de trabalho entre (-50) — 200 °C,

hidrofébico e com potencial biodegradavel. (3) e (4) representa 3 fitas contendo LEDs
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UVC configuradas geometricamente em tridngulo equilatero de forma a garantir uma
varredura axial e longitudinal por toda a parede da tubulac&o. (5) e (6) mostram uma
estrutura mével rolante que permite a insercao e retirada do cateter e garante que o
cateter e os LEDs permanegcam no centro da tubulagao, nivelando e homogeneizando

a dose por toda a extensao da tubulacgéo.

T

Figura 37 — Desenho técnico do prototipo

0. Discussao

Os resultados do trabalho mostraram que a eficacia dos LEDs UVC foi
comprovada contra leveduras das espécies C. albicans e C. Parapsilosis, contra
bactérias das espécies K. pneumoniae e P. Aeruginosa e contra os fungos
filamentosos de A. fumigatus e A. niger. Em relacdo aos trabalhos mostrados na
revisao bibliografica académica, mostrada no Item 2.1, foi possivel observar a maior
riqueza de detalhes trazidos por este trabalho de mestrado devido ao fato de ter
analisado ndo s6 o experimento de viabilidade através da contagem por UFC/ml, mas
também os testes de viabilidade celular através da Resazurina e da quantificacao de
biomassa através do Cristal Violeta. Essas trés analises realizadas em conjunto
permitiram identificar que a radiagdao UVC foi capaz de inibir completamente os
biofilmes das 6 espécies citadas acima, porém n&o foi capaz de destruir a matriz
extracelular de suas biomassas, como mostrou a analise do Cristal Violeta. Tal
resultado mostrou que a irradiacdo UVC sobre os biofilmes requer atencéo, pois a
matriz extracelular dos biofilmes é uma das responsaveis pela geracdo de

endotoxinas, causadoras de diversos problemas cronicos aos pacientes de
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hemodialise (VERMA et.al, 2015). Portanto, novos estudos precisardo ser feitos sobre
essa biomassa inerte que ndo se desintegra apos a irradiacdo. A adicdo de mais
formas de analise em detrimento da utilizacao de apenas o método de UFC/ml permitiu
ter uma visdo mais completa do comportamento do biofilme ap6s a exposicao a
irradiacdo e, com isso, uma visdo mais global dos possiveis riscos existentes. Por
iSso, sera necessario analisar essa matriz extracelular restante apés UVC para
verificar a presenca de citotoxicidade nos meios de cultura aonde o biofilme foi
cultivado.

Foi possivel observar que também foi necessaria uma dose de irradiacdo
consideravelmente maior que aquela apresentada na literatura para realizar a
completa inativacdo dos biofilmes. Enquanto maioria dos trabalhos mostraram doses
na ordem de 10 — 100mJ/cm? para eliminar estes mesmos microrganismos em sua
forma plancténica, este trabalho utilizou uma dose na ordem de 2 J/cm? para elimina-
los em sua forma de biofilme, ou seja, uma irradiacdo, na média, pelo menos 20 vezes
maior. Tal resultado mostrou como biofilmes s&o essencialmente muito mais
resistentes que microrganismos em sua forma celular suspensos em um meio de
cultura. Além do fato dos testes terem sidos realizados apenas em biofilmes, soma-se
também o fato de que foram escolhidos liquidos dialisatos como meios de cultura dos
testes ao invés da agua, pois eles possuem mais sais minerais, facilitando a formacéo
dos biofilmes e colocando ainda mais a prova a viabilidade de um prot6tipo construido
com LEDs UVC como agente esterilizante de paredes de tubulacdes.

A partir da revisao bibliografica foi possivel observar que, quando se tratou de
leveduras em sua forma plancténica, as doses de radiacdo (mJ/cm?) necessarias para
atingir a eficacia desejada foi maior do que a dose necesséria contra as bactérias.
Entretanto, os resultados da pesquisa mostraram que os biofilmes bacterianos de P.
aeruginosa e K. penumoniae apresentaram maior resisténcia que os biofilmes do
género Candida sp. e do género Aspergillus sp., pois 0s primeiros resistiram a
radiacdo UVC quando cultivados em meio caldo MH enquanto os segundos e 0s
terceiros nao resistiram a UVC quando cultivados em meio RPMI. Péde-se observar,
portanto, que os biofimes formados pelas bactérias produziram uma matriz
extracelular mais resistente a penetracéo da radiagcédo que os biofilmes das leveduras
do género Candida sp. e do género Aspergillus sp. quando cultivados em meio de
cultura rico em nutrientes. Em meios dialisato, no entanto uma mesma dose foi

suficiente para inibir 100% todas as espécies estudadas até o0 momento. Em relacéo
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a comprovacao de eficacia dos fungos filamentosos, foi possivel observar que eles se
mostraram altamente susceptiveis a radiacdo UVC, apresentando menor resisténcia
guando comparados com outras espécies. O A. fumigatus e o A. niger foram as Unicas
espécies que apresentaram reducgdo de viabilidade significante quando cultivados no
meio de cultura RPMI. Diferentemente das outras espécies, a biomassa dos fungos
filamentosos se mostrou menos resistente quando cultivada em meios mais ricos,
como foi o caso do RPMI em relagcédo aos meios DSG e DCG.

Por fim, a busca por materiais, geometrias e configuragdes de LEDs para a
construcéo do cateter mostraram que € possivel se diferenciar de qualquer patente
e/ou aplicacdo comercial existentes. O material encontrado para ser utilizado como
cateter €, atualmente, majoritariamente usado na construcao civil, fazendo com que a
sua utilizacdo em um ambiente clinico-hospitalar indique uma inovacao cientifica e a
nao trivialidade da escolha. O uso de fitas de LED também facilita a construcao do
cateter devido a flexibilidade somada ao fato de conter as mesmas caracteristicas
técnicas dos LEDs utilizados na comprovacdo microbiolégica nas placas de
microtitulacdo. A geometria discutida mostra a capacidade dos LEDs de fazer uma
varredura axial e longitudinal por todo o protétipo. Esse prot6tipo viabilizara, no futuro,
a construcao de um produto minimo viavel (MVP), sua aplicacdo em um ambiente real

e a sua submissao a um pedido de patente e de regulamentacao.
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7. Conclusodes

Os testes e estudos realizados nos permitiram chegar as seguintes conclusdes:

¢ A radiacdo UVC atingiu eficacia de esterilizacdo em biofilmes de C. albicans,
C. parapsilosis, K. Pneumoniae, P. Aeruginosa, A. fumigatus e A. niger quando
cultivados em meios dialisato sem glicose e dialisato com glicose com 2h de
exposicao e dose de radiacao de 2,3J/cmz;

e Os LEDs néo foram capazes de destruir a matriz extracelular dos biofilmes de
nenhuma das espécies, conservando a biomassa produzida durante sua
formacao;

e A andlise de viabilidade celular, quantificacdo de biomassa e UFC em conjunto
trouxeram uma visdo mais ampla e assertiva do comportamento dos biofilmes
apos a radiacdo UVC;

¢ Os biofilmes bacterianos ndo foram inviabilizados ap6s 2h de irradiacdo quando
cultivados em caldo MH;

e Foi possivel encontrar o material que consistira no cateter e as fitas de LEDs,
de forma a possibilitar o cumprimento de todas as demandas de caracteristicas
técnicas que se definiram como essenciais para a viabiliza¢do da construcao
do prototipo;

e O desenho ja realizado permite a construcdo de um protoétipo que viabiliza a
submissdo de uma patente de processo e a viabiliza a escrita e submissao

futura de uma patente de produto;

O desenvolvimento desse projeto demandara estudos futuros que viabilizardo
este como um produto aplicavel e que proporcionardo sua aplicacdo em ambiente
clinico-hospitalar real. Os trabalhos futuros deste projeto sdo identificados abaixo.

7.1. Perspectivas da pesquisa

Para a perspectiva de pesquisa, existem pontos que ainda precisam ser

analisados para viabilizar financeiramente o prototipo:



84

1. Testes de citotoxicidade da matriz extracelular apds exposicdo a UVC. Como
foi mostrado na secdo dos Resultados, embora os LEDs tenham inviabilizado
totalmente os biofilmes do género Céandida e as bactérias K. pneumoniae e P.
aeruginosa, eles ndo foram capazes de destruir a matriz extracelular dos
biofilmes formados. Portanto, sera necessario analisar a possibilidade dessa
matriz extracelular liberar endotoxinas na agua que possam ser prejudiciais aos
pacientes. Para analisar essa citotoxicidade, serdo utilizados os animais
alternativos galeria melonella e zebrafish, onde sera feita a infeccdo desses
animais utilizando-se os liquidos dialisato dos experimentos apds a exposi¢ao
a radiacdo UVC,;

2. Testes de eficacia sobre o protétipo. O protétipo construido demandara testes
de eficcia e citotoxicidade para comprovar que o0s testes que comprovaram a

eficacia da radiacdo UVC in vitro funcionardo também em ambiente real.

7.2. Perspectivas de investimento

O projeto de pesquisa em desenvolvimento conta, atualmente, com um
investimento do SEBRAE através do programa Catalisa ICT no valor de R$
146.000,00 ndo reembolsaveis para o desenvolvimento deste projeto. Desse valor, R$
126.000,00 séo destinados ao pagamento de bolsas para trés pesquisadores da pés-
graduacéo das Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara que participam
do desenvolvimento deste projeto: Fernando Antonio Storion Junior, Angélica Romao
de Carvalho e Tiago Azevedo Cunha. O restante do valor é destinado para a compra
de insumos de pesquisa e para o desenvolvimento do protétipo. Dentro do plano de
atividades desse programa, foi estipulado que o projeto se desenvolvesse de uma
Time Readness Level (TRL) 2 até uma TRL5, que prevé a finalizacdo de testes em
ambiente relevante. As TRLs s&o indicadores de desenvolvimento de um projeto de
cunho tecnologico desde a sua ideacgéo até a sua introducédo no mercado.

No comeco do ano de 2023 espera-se que haja o edital para a proxima fase do
Catalisa ICT, prevendo um financiamento de R$ 450.000,00. Além disso, este projeto
sera submetido diretamente a um edital PIPE Fase 2 direta com o pedido de
investimento de R$ 1.000.000,00. Estes dois programas de fomento terdo o intuito
intuito de atingir uma TRL8, que indica um produto pronto para a sua regulamentacao

e posterior comercializacdo. Nesta proxima fase, serdo buscados testes em ambiente
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real através da interveniéncia do comité de ética da clinica e/ou hospital parceiros,
testes em laboratoério credenciados ANVISA e estruturacdo do produto para a venda.
Nessa proxima etapa também sera montado o modelo de negdcio que visara o tipo

de venda que serd realizada.

7.3. Perspectivas mercadoldgicas

Buscar-se-a4, ao fim do programa de mestrado, submeter mais de um
requerimento de pedido de propriedade industrial. Segundo pesquisas
mercadoldgicas e de antecedentes de patentes mostrada na revisao da literatura,
verificou-se a possibilidade de submissdo de ao menos dois tipos diferentes de

patentes:

1. Patente de processo: Sera submetida uma patente que busca proteger a
metodologia de esterilizacdo de ductos de agua do circuito de hemodiéalise
através da tecnologia de LEDs emissores de radiagdo UVC. Além disso, um
levantamento futuro sera realizado a fim de verificar se € possivel aumentar a
abrangéncia deste processo para outros tipos de tubulaces de agua que néo
sdo apenas destinadas ao tratamento de hemodialise. Nesta patente, sera
protegido o uso de LEDs UVC como método de remocédo de biofilmes que se
formam na parede de tubulacbes, a metodologia de varredura de toda a
superficie interna da tubulacdo e a metodologia de aplicacdo diaria desse
sistema;

2. Patente de produto: Também sera submetida uma solicitacdo de pedido de
patente em propriedade industrial sobre o protétipo de esterilizacédo
desenvolvido, que contard com o sistema de fitas de LED dispostos de forma
a fazer a varredura radial e longitudinal de toda a superficie da tubulacéo, do
cateter constituido de ETFE como involucro protetor e transmissivel dos LEDs
UVC, um sistema de insercéo e remocao na tubulacdo de forma estéril, anéis
rolantes que permitam o posicionamento do cateter no centro da tubulagéo e
sistema de seguranca composto por cameras e sensores que possibilitam o

acompanhamento remoto do equipamento em utilizagcao.
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Aideia de utilizar esse mesmo sistema de esterilizacdo por UVC na hemodidlise
€ de grande importancia devido a sua originalidade e potencial de exclusividade.
Portanto, esse projeto, se comprovado e regulamentado, pode se tornar uma solucéo
Unica e escalavel a nivel internacional para um problema de dificil controle e que aflige
cerca de 2 milhdes de pessoas todos 0s anos. Além disso, por se tratar de um sistema
de desinfeccdo em um ambiente altamente controlado, esse mesmo sistema pode se
tornar replicavel para diferentes areas que necessitem de purificacdo de agua com
menor ou igual rigorosidade, abrindo um leque gigantesco de oportunidades.

Estima-se que, cerca de 750 milhbes de pessoas, no mundo, apresentem
algum tipo de doenca renal crénica, onde, embora a maioria de casos reportados
sejam oriundos de paises desenvolvidos, avalia-se que a maioria desses casos venha
de paises subdesenvolvidos com baixa qualidade no sistema de saude e
consequentemente baixa reportagem de casos (CREWS; BELLO; SAAD, 2019). Além
disso, estima-se que 2 milhdes de pessoas se submetem anualmente ao tratamento
de hemodiélise, porém tal nimero remete a cerca de 10% da necessidade mundial,
indicando um baixo alcance para grande parte da populacdo (COUSER et. al., 2011).
Além disso, esse tratamento pode ser oneroso do ponto de vista financeiro, onde, por
exemplo, no Brasil, os custos com hemodialise superam 2,5 bilhdes de reais por ano.
Outro exemplo, nos Estados Unidos, 0os gastos com doencas renais cronicas excedem
o valor de 48 bilhdes de délares por ano (CREWS; BELLO; SAAD, 2019).

Segundo o Censo Brasileiro de Dialise (2018) (NEVES, 2020),
aproximadamente 133 mil pessoas se submeteram ao processo de hemodialise no
Brasil em 2018 e esse numero apresenta uma tendéncia de aumento linear de cerca
de 5500 novos casos por ano. O estudo mostra uma alta taxa de mortalidade, onde
19,5% das pessoas vém a Obito durante o tratamento, sendo estimado que a
contaminacgdo seja a segunda maior causa de mortes desses pacientes. Estima-se
gue no Brasil existam cerca de 1000 clinicas de hemodialise e nos Estados Unidos
cerca de 7000 clinicas, 0 que mostra um enorme potencial de venda por se tratar de
um produto Unico que pode solucionar um problema crénico e com potencial de se

tornar unanimidade no mercado.
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